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RESUMO

OLIVEIRA, P. M. Desenvolvimento e caracterizacdo de microparticulas de quitosana
para administracdo pulmonar de isoniazida. Brasilia, 2016. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Salde, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2016.

Este trabalho objetivou o desenvolvimento e a caracterizacdo de microparticulas de quitosana
para a administracdo pulmonar da isoniazida (INH) como alternativa ndo invasiva e mais
segura para o tratamento da tuberculose. Um método analitico para quantificacdo de INH por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado seguindo os parametros
de seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e quantificacdo
preconizados pelo ICH e pela ANVISA. As microparticulas de quitosana foram preparadas
pela técnica de spray drying utilizando-se diferentes proporcGes de polimero/farmaco (1:0;
1:1, 2:1, 3:1 p/p). Foram também preparadas microparticulas reticuladas com TPP, com e sem
INH. O rendimento do processo de obtencdo variou de 30,5 a 46,3%. As microparticulas
obtidas apresentaram elevados valores de eficiéncia de encapsulagéo (entre 89% e 114%) e
valores de potencial zeta superiores a +17,7 mV, tendo sido o potencial zeta inversamente
proporcional a concentracdo de farmaco nas particulas e afetado negativamente pela presenca
do TPP nas amostras. A analise morfologica revelou particulas bastante esféricas, e mostrou
que a presenca de INH resultou em superficie mais lisa para as microparticulas de quitosana
se comparada as microparticulas preparadas sem o farmaco. Todas as microparticulas, em
média, apresentaram didmetro em torno de 3,5 um, o que deve favorecer sua deposi¢do
pulmonar apo6s inalagdo do pd seco. Os dados de FTIR e DSC demonstraram a estabilidade
quimica da INH com a quitosana e um elevado grau de interacdo do farmaco com o polimero.
Os estudos in vitro de liberagdo de INH a partir das microparticulas de quitosana revelaram
que as microparticulas reticuladas com TPP retardaram melhor a liberagdo do farmaco que as
microparticulas preparadas com o polimero ndo reticulado. Todas as microparticulas
demonstraram potencial mucoadesivo segundo estudos realizados in vitro com mucina.
Ensaios de citotoxicidade in vitro mostraram que as formulagdes produzidas ndo foram
citotoxicas para macrdfagos alveolares AMJ2-C11. Além disso, a dosagem de citocinas
liberadas ap6s tratamento das células com as microparticulas demonstrou que as
microparticulas foram capazes de ativar os macréfagos alveolares, aumentando a producéo de
TNF-a e IL-10. Conclui-se, portanto, que as microparticulas de quitosana, reticuladas ou néo,
desenvolvidas neste trabalho apresentam-se como potenciais sistemas de liberacdo pulmonar
do antimicrobiano INH para tratamento local da tuberculose.

Palavras-chave: Microparticulas; Quitosana; Spray dryer; Isoniazida; Administracdo
pulmonar; Tuberculose.
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ABSTRACT

This study aimed the development and characterization of chitosan microparticles for
pulmonary administration of isoniazid (INH) as a non-invasive and safer alternative for the
treatment of tuberculosis. An analytical method for quantification of INH by high-
performance liquid chromatography was developed and validated according to the parameters
of selectivity, linearity, precision, accuracy, limits of detection and quantification,
recommended by the ICH and ANVISA. The chitosan microparticles were prepared by spray
drying technique using different ratios of polymer/drug (1:0; 1:1; 2:1; 3:1 w/w).
Microparticles were also prepared with TPP, with and without INH. The yield of the
production process ranged from 30.5 to 46.3%. The obtained microparticles presented high
encapsulation efficiency values (between 89% and 114%) and zeta potential values greater
than +17.7 mV, being zeta potential inversely proportional to the concentration of drug in the
particles and negatively affected by the presence of TPP in the samples. Morphological
analysis revealed spherical particles, and showed that the presence of INH resulted in
smoother surface to the chitosan microparticles compared to microparticles prepared without
drug. All microparticles, on average, had a diameter of about 3.5 um, which should favor their
lung deposition after inhalation of the dry powder. The FTIR and DSC data showed the
chemical stability of chitosan and INH to a high degree of drug interaction with the polymer.
The in vitro release of INH from chitosan microparticles revealed that the crosslinked
microparticles better delayed release of the drug than microparticles prepared without the
crosslinking agent. All microparticles demonstrated mucoadhesive potential, according to
studies conducted in vitro with mucin. In vitro cytotoxicity assays showed that the
formulations produced were not cytotoxic for alveolar macrophages AMJ2-C11. Moreover,
the dosage cytokines released after treatment of the cells with microparticles demonstrated
that the microparticles were able to activate alveolar macrophages, enhancing TNF-a and IL-
10 production. It follows, therefore, that chitosan microparticles, crosslinked or not,
developed in this work are presented as potential lung delivery systems for local INH

antimicrobial treatment of tuberculosis.

Keywords: Microparticles; chitosan; Spray dryer; isoniazid; pulmonary administration;

Tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis. Ela atinge principalmente os pulmdes e é a segunda maior causa de mortes por
doengas infecciosas no mundo (TURNER et al., 2011). Apds o surgimento da AIDS houve
um aumento no surgimento de cepas resistentes do M. tuberculosis devido a co-infecgdo com
o0 virus HIV. O protocolo de tratamento seguido atualmente é de longa duracdo e consiste na
administracdo sistémica, por via oral ou parenteral, de uma combinagdo de agentes
antibidticos. Essa associacdo de medicamentos gera multiplos efeitos adversos, além de
importantes interacdes com outros farmacos (HARRIES e DYE, 2006). Além disso, as doses
administradas oralmente sdo altas, uma vez que os farmacos sdo biodistribuidos e sofrem
metabolizacdo hepatica antes de atingirem o local de acédo, o que eleva ainda mais o efeito
toxico dos medicamentos (PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015). Nesse contexto, uma via de
administracdo local para farmacos antibacterianos reduziria dose e efeitos toxicos da terapia
contra a tuberculose.

Nos ultimos tempos, os sistemas de liberacdo de farmacos tém sido alvo de diversos
estudos por apresentarem vantagens em relacdo as formas farmacéuticas convencionais
(ALENCASTRE et al., 2006; STORPIRTIS et al., 2009). A possibilidade de modificar,
controlar ou sustentar a liberacdo do farmaco no organismo, de proteger farmacos labeis e
ainda direcionar a acdo do farmaco no local desejado sdo as principais vantagens desses
sistemas inovadores (MORAIS, 2011).

Microparticulas poliméricas tém sido muito investigadas como veiculos para
administracdo pulmonar de farmacos. Elas sdo preparadas com polimeros biodegradaveis e
tém se mostrado carreadores eficientes, capazes de atingirem as vias pulmonares inferiores de
maneira rapida e ndo invasiva — a depender do tamanho e material com que sdo preparadas
(BAILEY; BERKLAND, 2009). Além disso, sdo sistemas seguros, bastante estaveis e
versateis na maneira com que liberam o farmaco encapsulado. Estudos apontam que o
tamanho e formato de microparticulas poliméricas favorecem sua fagocitose por macrofagos
alveolares e os ativam, induzindo mecanismos imunes que potencializam a acdo
antiinfecciosa de farmacos (SHARMA et al., 2001, 2007).

O presente trabalho busca desenvolver e caracterizar microparticulas de quitosana para
serem testadas como veiculos para administracdo pulmonar da isoniazida (INH), como uma

alternativa promissora e mais segura para o tratamento da tuberculose.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TUBERCULOSE

A tuberculose é uma doenca crénica conhecida ha décadas e que, ainda hoje, atinge
pessoas por todo o mundo. Em 2012, a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) estimou 8,6
milhGes de casos incidentes de tuberculose, sendo que 1,3 milhdes evoluiram para morte
(PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015).
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Nature Reviews | Microbiology

Figura 1. Patogénese da tuberculose pulmonar. Adaptada de Nunes-Alves et al. (2014).

A Figura 1 traz um esquema que resume a patogénese da tuberculose pulmonar. Os

pulmdes sdo a porta de entrada para a bactéria M. tuberculosis (Figura 2), causadora da



doenca. A transmissdo ocorre através da tosse ou do escarro de uma pessoa que esteja com a
doenca ativa (MINARINI, 2006). Uma pessoa saudavel que inala as goticulas de um doente é
infectada e o bacilo se instala nas vias aéreas inferiores, ou seja, nos alvéolos pulmonares. Os
macrofagos alveolares fagocitam os bacilos numa tentativa de conter a infeccdo e, como
resultado, ha a formacdo dos granulomas, que sdo lesdes pouco vascularizadas e circundadas

por um tecido fibroso, caracteristica da tuberculose.

Figura 2. Bacilo Mycobacterium tuberculosis. Imagem disponivel em:
https://niaid.nih.gov/topics/tuberculosis/understanding/pages/cause.aspx (Acesso em: 07/06/2016).

O paciente infectado pode ou ndo desenvolver a doenca, dependendo da situacdo do
seu sistema imune, da viruléncia da bactéria, da quantidade de bacilos e das respostas
imunoldgicas desencadeadas pelos macrofagos (LOPES, 2009; NG et al., 2007). O M.
tuberculosis pode permanecer em estado latente dentro dos granulomas por anos e, a qualquer
momento, evoluir e manifestar a doenca.

O aumento de novos casos é decorrente do surgimento de cepas resistentes aos
farmacos atualmente disponiveis, da infeccdo concomitante com o virus do HIV, do longo
tempo de tratamento, dos diversos efeitos adversos e, principalmente, devido a baixa adesdo
dos pacientes as terapias propostas (MORAIS, 2011).

2.1.1. Farmacos utilizados no tratamento da doenga

Segundo HARRIES e DYE (2006), os principais objetivos do tratamento da
tuberculose sdo: minimizar a duracdo da doenca, interromper a transmissdo, garantir a cura,
prevenir recidivas e evitar a selecdo de cepas resistentes aos medicamentos. O tratamento
inicial dura seis meses em média, e quatro medicamentos constituem a primeira linha

terapéutica para a tuberculose: INH, rifampicina, pirazinamida e etambutol (KATZUNG,



2010). Entretanto, para o tratamento de recidivas e manifestages causadas por bacilos
resistentes, o tratamento pode durar até 36 meses (PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015), sendo
necessaria a utilizacdo de um esquema bem mais complexo de medicamentos para o
tratamento. O esquema indicado nesses casos pode compreender o0 uso de outros
medicamentos como: estreptomicina, levofloxacina e terizidona, além dos farmacos de
primeira linha (BRASIL, 2011).

A INH e a rifampicina (Figura 3) séo os dois farmacos mais ativos contra os bacilos
causadores da doenca e estdo presentes nas duas fases do tratamento da tuberculose, a

primeira chamada fase intensiva e a segunda chamada fase de manutencdo (BRASIL, 2011).

GV (B)
Figura 3. Estruturas quimicas da (A) rifampicina (PM = 822,94 g/mol) e da (B) INH (PM = 137,14 g/mol)
(imagens disponiveis em: www.sigmaaldrich.com , acesso em 07/06/2016).

A rifampicina (C43HssN4O1,, Figura 3A) € apresentada na forma de um po cristalino de
cor castanho-avermelhada, € pouco soluvel em d&gua e muito solivel em metanol
(FARMACOPEIA, 2010). Ela é um derivado semissintético da rifamicina e inibe os micro-
organismos sensiveis com doses menores que 1 ug/mL (KATZUNG, 2010). Seu mecanismo
de acdo da-se através da inibicdo da sintese de RNA bacteriano, sendo classificada como um
farmaco bactericida (RANG et al.,, 2007). A rifampicina é bem absorvida ap6s a
administragdo oral e penetra facilmente na maioria dos tecidos e nos macrofagos; entretanto, é
uma potente indutora das isoformas do citocromo P450, aumentando a eliminagédo de diversos
outros farmacos, sendo assim responsavel por indmeras interacbes medicamentosas € muito
hepatotoxica (KATZUNG, 2010).

A INH (CgH;N3O; Figura 3B) apresenta-se na forma de um pé branco, bastante
soltivel em &gua (aproximadamente 125 mg/mL) (BECKER et al., 2007). E pouco absorvida
em pH baixo, porque se encontra na forma protonada em meio acido (pK; = 2), sendo melhor
absorvida em meios mais basicos (BECKER et al., 2007; JOSHI et al., 2008; RASTOGI et
al., 2007). O mecanismo de acdo da INH da-se pela inibi¢do da sintese do acido micolico, um

importante constituinte da parede celular de micobactérias. Também ¢é relatado que ela
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interfere no metabolismo celular através da combina¢do com uma enzima presente no bacilo
(RANG et al., 2007). A INH elimina a maioria dos bacilos do M. tuberculosis em baixas
concentragbes (0,2 pg/mL) e penetra nos macrofagos exercendo sua acdo extra e
intracelularmente (KATZUNG, 2010). Além de ser um dos farmacos mais ativos, a INH tem
alta eficacia, é utilizada em baixas doses, é bem tolerada e possui baixo custo quando
comparada a rifampicina (BECKER et al., 2007; DU TOIT; PILLAY; DANCKWERTS,
2006; HERYANTO; HASAN; ABDULLAH, 2008).

As vias convencionais para a administracdo de farmacos contra a tuberculose sdo as
vias oral e parenteral. Essas vias possuem desvantagens que contribuem para falhas no
tratamento dessa doenca. A via parenteral nunca é preferivel por causa dos cuidados
necessarios para a aplicacdo e por ser uma via invasiva e dolorosa. A via oral é segura e 0s
medicamentos desenvolvidos para este tipo de administracdo normalmente tém custo de
producéo reduzido; entretanto, ela possui diversas limitacbes. Na via oral, a demora para
iniciar a agdo dos medicamentos no local da infeccdo acontece devido a necessidade de uma
distribuicdo sistémica prévia (PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015). Além disso, alguns
farmacos sdo pouco absorvidos devido as suas naturezas quimicas ou devido ao metabolismo
de primeira passagem no figado, em que a quantidade de farmaco € reduzida antes de atingir o
seu local de acdo. Para alcangar niveis terapéuticos adequados por essa via, portanto, séo
requeridas altas doses e longos periodos de tratamento, o que acaba por gerar ainda mais
efeitos adversos e toxicos ao paciente (NG et al., 2007; ZHOU et al., 2005). Entre os efeitos
adversos ao tratamento da tuberculose, os mais comuns sdo: nduseas, vomitos, dor abdominal,
cefaléia, hepatotoxicidade, prurido, dor nas articulacBes e neuropatia periférica (BRASIL,
2011).

E importante destacar que os granulomas (lesbes pulmonares caracteristicas da
tuberculose) possuem caracteristicas que dificultam ainda mais a permeacdo do farmaco para
o interior dos pulmdes. Isso acontece porque essas lesdes sdo pouco vascularizadas e
envolvidas por um tecido fibroso (PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015).

Em geral, as vias convencionais utilizadas no tratamento da tuberculose sao
responsaveis por agravar os efeitos adversos do medicamento, diminuindo a adesdo dos

pacientes e aumentando a chance de selecionar cepas bacterianas resistentes.

2.2. SISTEMAS DE LIBERACAO PARA ADMINISTRACAO PULMONAR DE
FARMACOS



Uma das alternativas mais estudadas nos Gltimos tempos para o tratamento da
tuberculose é a formulacdo de farmacos para o tratamento anti M. tuberculosis em sistemas de
liberacdo inalaveis (KUNDAWALA et al., 2011a; MISRA et al., 2011). Com 0 avango nas
pesquisas, a via pulmonar voltou a ser uma via de administracdo de farmacos de amplo
interesse tanto para tratamentos locais quanto sistémicos.

A grande importancia dessa via de administracdo estd na pouca quantidade de
barreiras que impedem a absorcdo e a grande superficie que ela possui para absorcdo de
farmacos (BAILEY; BERKLAND, 2009). Além de liberar o farmaco no local de agdo
desejado, € possivel reduzir as doses, a frequéncia de administracdo e reduzir ou eliminar os
efeitos adversos dos medicamentos (MANCA et al., 2008; PAI et al., 2016; PHAM;
FATTAL,; TSAPIS, 2015). Todas essas vantagens contribuem para otimizar a terapia,
melhorando a adesao dos pacientes, a eficacia do tratamento e, consequentemente, prevenindo
0 surgimento de bactérias resistentes.

Muitos sistemas de liberacdo ja foram propostos e estdo sendo estudados como
alternativas para a administracdo pulmonar de farmacos. Entre eles, os sistemas particulados
tém mostrado melhores resultados devido a suas caracteristicas ideais para uma melhor
deposicéo pulmonar, contribuindo para uma diminui¢do na dose, na frequéncia e no tempo de
administracdo dos farmacos. Dentre os sistemas particulados mais comumente utilizados estéo
os lipossomas, as nanoparticulas e as microparticulas.

Os lipossomas ja foram estudados por diversos autores que propuseram Seu uso em
forma de pé seco (JUSTO; MORAES, 2003; KURUNOV et al., 1995; PANDEY;
KHULLER, 2004; VYAS et al., 2004). Estes sdao formulados utilizando lipidios e
fosfolipidios sintéticos, que sdo similares aos tensoativos enddgenos encontrados nos
pulmdes. As nanoparticulas poliméricas possuem a vantagem de ter uma melhor aderéncia a
mucosa e de possuirem maiores taxas de encapsulacdo de farmacos (PHAM; FATTAL,
TSAPIS, 2015). Elas normalmente sdo produzidas com polimeros biocompativeis, sintéticos
ou ndo, e também com lipidios solidos e tém sido estudadas por Vvarios pesquisadores
(PANDEY; KHULLER, 2005; SHARMA; SHARMA; KHULLER, 2004). As
microparticulas se apresentam como estruturas solidas, esféricas e macicas e sdo preferiveis
para a administracdo pulmonar de farmacos quando esta € feita via inaladores de po seco
(PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015).



2.2.1. Microparticulas poliméricas

Microparticulas poliméricas contém o farmaco homogeneamente disperso na matriz
ou retido em sua superficie (SILVA et al., 2003; STORPIRTIS et al.,, 2009). As
microparticulas poliméricas tendem a ser preferiveis as nanoparticulas para administracdo
pulmonar de farmacos por possuirem dimensfes mais adequadas para se depositarem nas vias
aéreas inferiores, quando administradas na forma de pos secos inalaveis. Estudos mostram
que a faixa ideal de tamanho de particulas para atingirem as vias respiratorias mais baixas, ou
seja, os alvéolos pulmonares, estd compreendida entre 1 um e 5 um (HINDS, 1999),

conforme pode ser observado no esquema apresentado na Figura 4.
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Figura 4. O tamanho de particula determina o local de deposi¢do no trato respiratorio. Adaptada de Manca
(2009).

Entre as vantagens de se utilizar microparticulas poliméricas como sistemas de
liberacdo de farmacos, estdo a capacidade de melhorar a estabilidade dos compostos — por se
tratar de sistemas sélidos e que protegem os principios ativos labeis do contato com o
oxigénio — (LIRA et al., 2009; MORAIS, 2011), a possibilidade de modificar, controlar e/ou
sustentar a liberacdo de substancias (FAROOQ; MALVIYA; SHARMA, 2014), além de
permitir o direcionamento do farmaco para o seu sitio de agdo (MARTINAC et al., 2005). As
microparticulas geralmente sdo desenvolvidas com polimeros que podem ou ndo ser

biodegradaveis (GELFUSO, 2009). As caracteristicas dos polimeros e a possibilidade de



incorporacdo de outros ligantes em sua superficie conferem propriedades especiais as
microparticulas. Os polimeros ndo-idnicos, por exemplo, sdo 0s mais biocompativeis,
enquanto os polimeros catidnicos apresentam importantes propriedades mucoadesivas
(CALVO et al., 1997).

Os polimeros de PLGA [Poli (D,L-4cido lactico-co-acido glicolico), Figura 5B] sdo a
classe de polimeros mais empregada na obtencdo de sistemas nano e microparticulados por
serem atoxicos, bem tolerados, biodegradaveis e biocompativeis (GERT et al.,, 2016;
UNGARO et al., 2012). Porém, por serem polimeros sintéticos, os PLGAS possuem precos
altos, elevando os custos dos sistemas de liberacdo que o utilizam. A quitosana (Figura 5A) é
um polimero natural que se apresenta como uma alternativa de uso na obtencdo de nano e
microparticulas. Ela € biocompativel, biodegradavel, tem baixo custo, confere
mucoadesividade ao sistema e, ainda, tem se mostrado capaz de abrir as tight junctions
celulares, funcionando como um promotor de absorcdo de farmacos através de membranas
(ISLAM et al., 2012; MORAIS, 2011; SHAH et al., 2008).
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Figura 5. Estruturas quimicas da (A) quitosana e do (B) PLGA (imagens disponiveis em:
www.sigmaaldrich.com, acesso em 07/06/2016).

O controle da liberacdo de farmacos encapsulados nas microparticulas, aliado ao efeito
mucoadesivo da quitosana — que prolonga o tempo de permanéncia da particula em contato
com a mucosa, prolongando a acdo do farmaco encapsulado (ISLAM et al., 2012; QUAN et
al., 2008) — torna esse tipo de particula um sistema interessante para a liberacdo nasal e
pulmonar de farmacos (HUANG; CHIANG; YEH, 2003; ISLAM et al., 2012; SINGLA;
CHAWLA, 2001).

Dentre os métodos disponiveis para preparacdo de nano e microparticulas, sao
descritos na literatura desde métodos quimicos de polimerizacéo interfacial e polimerizacédo in
situ, passando por métodos fisico-quimicos de coacervagdo simples e complexa,
emulsificacdo e evaporacdo do solvente, até métodos fisicos de revestimento, extrusdo e

secagem por spray drying (GERT et al., 2016).
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2.2.1.1. Spray Drying

O método de obtencdo de microparticulas por atomizacgdo e secagem em spray dryer é
uma das técnicas mais utilizadas na industria farmacéutica e de alimentos desde a década de
1940 (PATEL; PATEL; CHAKRABORTY, 2014). Esta tecnologia foi utilizada inicialmente
para a desidratacéo e conservacdo de produtos e, mais tarde, sua utilizagdo no encapsulamento
de substancias dentro de diferentes materiais, como polimeros, veio a tona.

A técnica de spray drying oferece diversas vantagens quando comparada as demais
técnicas de obtencdo de microparticulas, principalmente porque o processo ocorre de forma
simples e em apenas uma etapa. Em um Unico equipamento é possivel atomizar, secar e
coletar o material em forma de p6 para ser estocado. Por ser rapido, o processo de secagem
evita a degradacdo dos farmacos e materiais encapsulados, permitindo a conservacdo das
propriedades do material apds o processo de formacao das particulas (SOSNIK; SEREMETA,
2015).

Além de ser rapida, a técnica possui baixo custo de producdo e a facilidade de
transposicdo de escalas, sendo possivel a producdo de poucos gramas ou de toneladas de um
produto, a depender da capacidade do equipamento utilizado (MORAIS, 2011; SILVA et al.,
2003). Entretanto, tem desvantagens como o baixo rendimento e a dificuldade de se trabalhar
com materiais termolabeis. A Figura 6 mostra exemplos de equipamentos de Spray Dryer

utilizados em escala laboratorial e industrial.

(A) (B)

Figura 6. Equipamentos Spray dryer (A) de escala laboratorial e (B) de escala industrial (imagem disponivel
em: www.labmag.com.br, acesso em 07/06/2016; Angelo (2012)).

Por definicdo, a técnica de spray drying transforma materiais que se encontram no

estado liquido em pos secos através da simples secagem de uma solu¢do ou suspensdo
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(PATEL; PATEL; CHAKRABORTY, 2014). As microparticulas sdo obtidas através da
secagem da amostra por meio do ar aquecido. A partir da substancia que se deseja encapsular
(farmaco) e do material que faz a encapsulacdo (polimero), prepara-se uma emulsao, solucéo
ou suspensdo, que é injetada no bico atomizador, produzindo gotas. Na cdmara de secagem, a
grande &rea de contato entre o ar de secagem e a superficie das gotas permite a utilizacdo de
altas temperaturas para secagem do solvente. No fim do processo, ja no separador, o ar sai do
equipamento por um lado do ciclone, enquanto o produto final (o p0) sai pelo outro lado e
pode ser recolhido em um recipiente coletor acoplado ao equipamento (ANGELO, 2012). A
Figura 7 mostra o esquema de funcionamento do equipamento Spray Dryer.
1)

(2) (3)

Figura 7. Esquema de funcionamento da técnica de spray drying: (1) entrada do liquido/amostra, (2 e 3) entrada
do ar de secagem, (4) bico atomizador, (5), cAmara de secagem, (6) ciclone/separador, (7) coleta do pé seco, (8)
saida de ar.

Cada variavel do processo de secagem por spray drying € critica, sendo possivel
controlar e alterar pardmetros para se produzir particulas com diferentes especificacfes de
tamanho, morfologia e eficiéncia de encapsulacdo. As propriedades do material a ser seco
(viscosidade, densidade, concentracdo), os parametros selecionados (fluxo, temperatura) e o
tipo de equipamento (tamanho, capacidade) sdo algumas das variaveis que podem afetar as
caracteristicas do produto final (SOSNIK; SEREMETA, 2015). Em geral, a técnica de spray
drying é conhecida pela obtengdo de particulas esféricas, com relativa uniformidade de
tamanho e com boa eficiéncia de encapsulacdo (SILVA et al., 2003), sendo uma das
metodologias mais difundidas e empregadas na producdo de microparticulas poliméricas
(GELFUSO, 2009).
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar microparticulas poliméricas de
quitosana contendo INH para serem empregadas como alternativa terapéutica localizada, néo-

invasiva e mais segura no tratamento da tuberculose utilizando a via pulmonar.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Padronizar e validar um método analitico seletivo para quantificacdo da INH;

=  Obter diferentes microparticulas de quitosana contendo INH e verificar o rendimento do
processo de obtencéo;

= Caracterizar as microparticulas quanto a eficiéncia de encapsulacdo, potencial zeta,
distribuicao granulométrica e morfologia;

= Verificar a compatibilidade quimica entre a INH e os excipientes utilizados no preparo
das microparticulas;

= Determinar os perfis de liberagdo in vitro da INH a partir das microparticulas obtidas;

= Verificar o potencial mucoadesivo das microparticulas;

= Avaliar in vitro a citotoxicidade das microparticulas frente a linhagens de macréfagos
alveolares;

= Avaliar in vitro a possivel ativacdo de macrofagos alveolares quando incubados com as

microparticulas de quitosana.
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4. METODOS

4.1. MATERIAL

A INH (99%), o &cido aceético (99%), a quitosana (de baixo peso molecular, 75-85%
desacetilacdo e com alto grau de pureza) e o tripolifosfato sodico (TPP) utilizados para o
preparo das microparticulas foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O
etanol PA usado nos estudos de caracterizacdo das particulas foi obtido da Dindmica
(Diadema, S&o Paulo, Brasil). Para as analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), foram adquiridos metanol e acetonitrila de grau HPLC da J.T.Baker (Philisburg,
USA) e acido fosforico da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Para preparacdo do tampao
fosfato foram utilizados fosfato de sédio nas formas monobasica e dibasica (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) e cloreto de sédio (Serva, Rio de Janeiro, Brasil). A mucina suina utilizada foi
a de tipo I (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e o hidréxido de sddio (NaOH) foi obtido
da Dindmica (Diadema, Sdo Paulo, Brasil). A membrana de acetato de celulose (PM 12000 a
4000 Da) usada nos testes in vitro de liberacdo eram da Fisherbrand (Leicestershire, UK). O
MTT  (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) e o DMSO
(dimetilsulféxido) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). O soro fetal
bovino (SFB) e 0 meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium) foram adiquiridos na
Gibco (Grand Island, NY, USA) e o0 Azul de Trypan na InvitroGen (San Diego, USA). O LPS
(lipopolissacarideo) foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) e os kits para 0s
ensaios de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) foram adquiridos da R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA). Todas as analises foram realizadas com agua tipo Milli-Q

(Millipore, Illkirch-Graffenstaden, Franca).

4.2. METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE INH

Inicialmente, para se determinar o comprimento de onda no qual a INH possui maxima
absorcdo, foi utilizado um espectrofotbmetro de UV/Vis Shimadzu, modelo UV-1800. As
cubetas eram de quartzo de 1,00 cm de caminho optico. O comprimento de onda de absor¢édo
méaxima para o farmaco no UV/Vis foi determinado realizando-se uma varredura de uma
solugdo aquosa de INH a 15 pug/mL no espectrofotometro, na faixa de comprimento de onda
(4) entre 200 nm e 800 nm. O comprimento de onda de méaxima absorcdo no UV/Vis (Amax)

para este farmaco foi entdo selecionado para a anélise de INH nas amostras em CLAE.
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O doseamento da INH foi realizado por CLAE utilizando-se um equipamento da
marca Shimadzu, modelo LC 20-AD. O equipamento era composto por duas bombas (modelo
LC 20-AT), um injetor automatico (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS),
acoplados a um detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um computador
equipado com o programa de analise cromatogréafica Shimadzu LC. Foi utilizada uma coluna
de fase reversa Cyg (150 mm x 4,6 mm Shim pack, Shimadzu) e fase mével composta por uma
mistura de agua acidificada e metanol (85:15) (v/v). A agua foi acidificada com acido
fosférico, 0,01M, pH 3.3. A vazdo da fase movel foi de 1 mL/min, o volume de injecdo das
amostras foi de 20 uL, o forno foi utilizado a temperatura ambiente e a deteccdo foi feita em
comprimento de onda igual a 263 nm (KUNDAWALA et al., 2011a; RAFEEQ et al., 2010,
UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2015).

4.3. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

O método cromatografico foi validado considerando os parametros de seletividade,
linearidade, exatiddo e precisdo intermediaria, limite de deteccdo e quantificacao, de acordo
com as orientacbes da ICH (do inglés International Conference of Harmonisation) Q2B
(1996) e Resolugdo 899 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (2003).

4.3.1. Seletividade

A seletividade (ou especificidade) do método analitico foi verificada por meio da
anélise de INH em amostras a 100 pg/mL contaminadas ou ndo com solugfes do polimero
quitosana a uma mesma concentracdo. Parametros de tempo de retencdo e area do pico do

farmaco obtidos das corridas foram entdo comparados.

4.3.2. Linearidade

Trés solugdes-mae de INH na concentragdo de 100 ug/mL foram preparadas em agua
partindo-se de pesagens independentes do farmaco e, a partir de cada uma delas, foram feitas
sete diluicGes em &gua para se obter amostras nas seguintes concentragdes: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0;
5,0; 10,0; 15,0 pg/mL. A curva analitica foi obtida relacionando-se a area do pico gerado pelo
equipamento com a respectiva concentracdo de INH. A analise estatistica dos dados foi obtida

utilizando-se o método de regressao linear, resultando em uma reta no formato y = ax + b, em



14

que (a) corresponde ao coeficiente angular e (b) ao coeficiente linear. As faixas lineares foram
calculadas utilizando-se o coeficiente de correlacdo linear (r), de acordo com o parametro
minimo aceitavel de r = 0,99 (ANVISA, 2003).

4.3.3. Precisao

A precisdo do método foi verificada pela analise em triplicata de amostras de INH em
trés concentragdes diferentes (baixa, média e alta) da curva analitica (0,5; 2,0 e 15,0 pug/mL).
A precisdo do método foi avaliada através do estudo da repetibilidade — concordancia entre os
resultados obtidos em um mesmo dia, com 0 mesmo analista e mesmo instrumento — e da
precisdo intermediaria — concordancia entre os resultados obtidos no mesmo laboratorio em
dias diferentes, com analistas ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2003). Os resultados
foram expressos através do coeficiente de variacdo (CV%) calculado através da seguinte

férmula:

Desvio Padriao

CV%=( >x100

Concentraciao média

(Equacéo 1)
Em que: CV% corresponde ao coeficiente de variacdo; Desvio Padrdo é a estimativa do
desvio padrdo da média; e a Concentracdo Média é a média dos valores obtidos em triplicata

para cada concentragdo analisada (FDA, 2001).
4.3.4. Exatidao

A exatiddo foi analisada a partir das mesmas amostras utilizadas para analise de
precisdo. O calculo da exatiddo, no entanto, foi apresentado em funcdo da porcentagem do

erro relativo, calculado segundo a seguinte equagao:

Concentragao obtida
E% = o —| x 100
Concentracao teoOrica

(Equagéo I1)
Em que: E% corresponde a porcentagem de erro relativo; Concentracéo obtida corresponde a
concentracdo real obtida apos a analise; e Concentracao tedrica corresponde a concentracdo

gue teoricamente esta presente na amostra analisada.
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4.3.5. Limites de deteccéo e quantificagio

Os valores de limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) sdo os menores valores
de INH que pode ser detectadas e quantificadas pelo método analitico desenvolvido. Os
limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram determinados por meio das equagdes
tedricas (ICH, 2005) descritas abaixo:

LD = (3x5)

(Equacdo I11)

(Equacdo V)
Em que: LD corresponde ao limite de deteccdo; LQ corresponde ao limite de quantificacdo; s
¢ 0 desvio padrdo dos valores de intercepcdo do eixo Y das curvas de calibracdo; e S

corresponde ao coeficiente angular da curva de calibracéo.

4.4. OBTENCAO DE MICROPARTICULAS DE QUITOSANA CONTENDO INH

As microparticulas de quitosana foram preparadas pela técnica de atomizacédo e
secagem por spray drying, partindo-se do método proposto por Gelfuso et al. (2011). Para
isso, foram preparadas 400 mL de solucBes aquosas acidas (1% v/v de acido acético) com 2%
(m/v) de quitosana de baixo peso molecular. Depois de dispersar o polimero na solucdo e
manter 24 h sob agitacdo magnética, diferentes quantidades de INH foram dissolvidas e as
solucdes resultantes foram levadas para serem secas no equipamento Spray dryer (modelo
MSD 1.0, Labmagq, Brasil). As solugdes de quitosana e INH foram secas utilizando os
seguintes parametros: fluxo = 6,8 mL/min; bico atomizador = 1,0 mm de didmetro; fluxo do
ar de atomizagdo = 30 L/min; fluxo do ar de secagem = 4.50 m®min; temperatura de entrada
= 130 °C; temperatura de saida = 100 °C. As quantidades de quitosana e INH em cada uma
das solugdes que passaram pelo processo de secagem estdo descritas na Tabela 1.

Também foram preparadas microparticulas reticuladas com TPP (Tripolifosfato de
sodio) utilizando a mesma técnica de obtencdo. Essas microparticulas foram desenvolvidas a
fim de modificar a taxa de liberacdo do farmaco, melhorar a dispersibilidade aquosa das
microparticulas formadas e avaliar possiveis diferencas no efeito bioldgico das particulas
formadas. Para isso, antes do processo de secagem por spray drying, foi adicionada a
dispersdo polimérica 15 mL de uma solucdo aquosa de TPP a 1% (m/v) (CHHONKER et al.,
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2015). A adicdo foi feita por gotejamento sob agitacdo mecénica a 1.500 rpm (Agitador
Mecanico RW 20 Digital, IKA, Alemanha).

Tabela 1: Quantidade de farmaco (INH) e polimero (quitosana) para 400 mL de cada uma das solugdes

(formulagGes) secas no Spray dryer.

Formulacio Proporgéo Quzimtidade de Quantidade de PP ()
polimero:farmaco quitosana (g) INH (g)
MP QS 0 1:0 8,0 ---
MP QS 1 1:1 8,0 8,0 ---
MP QS 2 2:1 8,0 4,0 ---
MP QS 3 31 8,0 2,7 ---
MP QS TPP 0 1:0 8,0 0,15
MP QS TPP 2 2:1 8,0 4,0 0,15

4.5. CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

As microparticulas formadas foram coletadas secas, estocadas e levadas a
caracterizagdo, que foi feita avaliando-se o rendimento do processo de obtencdo, a eficiéncia
de encapsulacdo do farmaco, o potencial zeta, a distribuicdo do tamanho de particulas e a

morfologia.
4.5.1. Rendimento do processo

As microparticulas obtidas foram pesadas e o rendimento foi calculado em funcéo da
quantidade de sélidos (farmaco + polimero) adicionados na solucéo inicial a ser seca a partir
da equacéo:

R% = <g—;>x 100

(Equacéo V)
Em que: R% é o rendimento do processo; Q; € a quantidade de solidos adicionados no inicio
(na solucéo a ser seca); e Qs € a quantidade de microparticulas formadas ao final do processo

de secagem.
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4.5.2. Eficiéncia de encapsulacéo

Para avaliar a quantidade de INH que foi encapsulada nas microparticulas de
quitosana, foram pesadas aliquotas de 10 mg de cada uma das microparticulas desenvolvidas.
Cada uma dessas aliquotas foi dispersa em 10 mL de uma solucéo aquosa acida (1% v/v de
acido acético) e deixada sob agitagdo magnética a 500 rpm por 24 h. Ao final desse periodo,
os sistemas foram colocados em banho de ultrassom por 30 minutos, filtrados e a solucéo
final foi quantificada por CLAE-UV. A quantidade de INH encapsulada nas microparticulas
foi calculada a partir da equacgéo a seguir:

Qobtida

EE%=( )x 100

tedrica

(Equacéo VI)
Em que: EE% € a eficiéncia de encapsulacdo de INH nas microparticulas; Qobtiza € @
quantidade de INH extraida das microparticulas; e Qusrica € @ quantidade de INH que

teoricamente estaria presente em 10 mg das microparticulas desenvolvidas.
4.5.3. Potencial zeta

Aproximadamente 5 mg de cada uma das microparticulas foram suspensas em uma
solucdo hidroalcodlica (60% v/v etanol em agua) contendo 10 mM de NaCl para garantir a
condutividade do meio (GELFUSO et al., 2011). A analise de potencial zeta foi feita por
determinacdo da mobilidade eletroforética das particulas utilizando-se o equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA).

4.5.4. Analise granulométrica das microparticulas

A distribuicdo do tamanho de cada uma das amostras de particulas foi determinada por
difracdo a laser em um equipamento Beckman Coulter LS 13 320. Para a analise,
aproximadamente 5 mg das microparticulas foram suspensas em 2 mL de etanol. As
suspensdes preparadas foram levadas para andlise no equipamento utilizando o modulo
liquido universal (ULM — Universal Liquid Module) e, como meio dispersante, foi usado o

etanol.
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4.5.5. Morfologia

A morfologia das microparticulas foi analisada por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Os diferentes tipos de microparticulas desenvolvidas foram colocadas em
um suporte de latdo (liga metalica de cobre e zinco) e revestidas com ouro para entdo serem
levadas ao equipamento MEV (Quanta 250 FEG, FEI, EUA) para andlise. As imagens foram

analisadas utilizando-se aumento de 1000 a 10000 vezes.

46. ESTUDO DA COMPATIBILIDADE QUIMICA ENTRE A INH E OUTROS
COMPONENTES DA FORMULACAO

4.6.1. Analise térmica

A caracterizacdo térmica para verificar se h4 alguma interacdo do farmaco com os
outros componentes das microparticulas foi realizada por calorimetria diferencial exploratoria
(DSC - do inglés: differential scanning calorimetry). A andlise de DSC foi realizada
utilizando o equipamento DSC-60A (Shimadzu, Japan). Amostras de 2 a 4 mg foram
colocadas em suportes “pans” de aluminio e analisadas sob atmosfera de nitrogénio com fluxo
de 50 mL/min. A taxa de aquecimento utilizada foi de 10°C/min, entre a faixa de temperatura
entre 25° C e 300° C.

O grau de cristalinidade da INH (C) foi calculado a partir das entalpias associadas a

fusdo do farmaco, empregando a seguinte equacdo (CUNHA-FILHO et al., 2007):

C = 100 x AHf
AHi

(Equacéo VII)
Em que: AH; é a entalpia de fusdo do farmaco em seu estado cristalino original ¢ AH¢ é a

entalpia de fusdo do INH obtida ap6s a obtencéo das microparticulas.
Foram analisados os componentes das formulacdes separadamente (INH, quitosana,
TPP), as microparticulas obtidas por spray drying (MP QS 1, MP QS 2, MP QS 3 e MP QS
TPP 2) e as misturas fisicas dos componentes nas propor¢cfes usadas para produzir as

microparticulas.

4.6.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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Para caracterizar a estrutura molecular e elucidar as interacdes farmaco — excipientes,
foram feitos estudos de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR -
Fourier transform infrared spectroscopy). As analises foram feitas no equipamento Spectrum
100 (PerkinElmer, EUA). Os espectros foram registrados em comprimentos de onda que
variaram de 4000 a 400 cm™ com uma resolucdo de 4 cm™.

Para as analises de FTIR, foram utilizados como amostras 0s componentes das
formulacdes separadamente (INH, quitosana, TPP), as microparticulas obtidas por spray
drying (MP QS 1, MP QS 2, MP QS 3 e MP QS TPP 2) e as misturas fisicas dos componentes

nas proporgdes usadas para produzir as microparticulas.

4.7. ESTUDOS IN VITRO DE LIBERACAO

Os perfis de liberagdo do farmaco a partir das microparticulas desenvolvidas foram

determinados in vitro utilizando-se células de difusdo de Franz modificadas (Figura 8).

Figura 8. Célula de difuséo do tipo Franz modificada montada para realizagéo dos estudoé in vitro de liberacéo.

Para 0 ensaio, uma membrana sintética hidrofilica de acetato de celulose foi
posicionada entre o compartimento doador e receptor de cada uma das células. O
compartimento receptor foi preenchido com uma solucdo tampéo fosfato a 0,1 M, pH 7.4,
enquanto 20 mg das microparticulas secas foram colocadas sobre a membrana de acetato de
celulose no compartimento doador. Amostras (1 mL) da solucéo receptora foram coletadas em
intervalos de tempos definidos (20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 240, 300, 360 e 720
minutos), filtradas e levadas para analise em CLAE-UV. A medida que as amostras eram
coletadas, o0 mesmo volume de solucdo tampdo era reposto no compartimento receptor.
Durante todo o experimento as células de Franz foram mantidas em temperatura ambiente
(~30°C).
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O perfil de liberacio da INH foi determinado construindo-se gréaficos que

relacionaram a quantidade de farmaco liberada (ug) em funcéo do tempo (minutos).

48. AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL MUCOADESIVO DAS
MICROPARTICULAS

O potencial mucoadesivo das microparticulas foi avaliado por meio da medida do
potencial zeta, tendo como base o método usado por Chonker et al. (2015) com algumas
modificaces.

Mucina suina do tipo Il (MCN) foi hidratada em &gua, a temperatura de 4°C,
overnight, na propor¢do de 1:10 (m/v) e, posteriormente, teve o pH ajustado para 7,4 com
solucédo de NaOH 1,0 M. A solucéo foi diluida a uma concentracao final de MCN igual a 1%
(m/v).

Foram adicionadas 5 mg de microparticulas em 5 mL de solugdo de MCN. As
dispersbes foram agitadas em vortex (IKA, Alemanha) por aproximadamente 1 min e
analisadas quanto ao potencial zeta no aparelho Zetasizer Nano Series. As analises foram
realizadas em intervalos de tempo definidos: 10, 30, 60, 90, 120 minutos.

A capacidade mucoadesiva das microparticulas foi determinada através de gréficos
que relacionaram a variacdo do potencial zeta (mV), apds a incubacdo com a solucdo de

mucina, em funcdo do tempo (minutos).

4.9. ATIVIDADE BIOLOGICA DAS MICROPARTICULAS

Para os estudos com células foram utilizados macrofagos alveolares pertencentes a
linhagem murina AMJ2-C11 (ATCC-CRL-2456, BCRJ, banco de células do Rio de Janeiro).
As células foram cultivadas a 37°C, 5% CO, em garrafas contendo meio DMEM
suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino). A garrafa de cultura foi entdo raspada,
as células coletadas em tubos de 50 mL e submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 1.500
rpm. Apos a centrifugacdo, foram ressuspendidas em meio DMEM incompleto para contagem
e verificacdo da viabilidade celular. A contagem do numero de células e sua viabilidade foram
realizadas usando corante Azul de Trypan em camara de Neubauer.

As microparticulas selecionadas para serem utilizadas nesses estudos foram as MP QS
2, MP QS 0, MP QS TPP 2e MP QS TPP 0.
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4.9.1. Ensaio in vitro de citotoxicidade

O ensaio de MTT é um ensaio colorimétrico que avalia a viabilidade celular através da
atividade mitocondrial das células (VAN MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011). O ensaio
se baseia na conversdo do MTT em formazan pela enzima succinato desidrogenase que esta
presente na mitocondria das células ativas. A quantidade de formazan (precipitados de cor
roxa) produzida é proporcional ao nimero de células que possuem atividade metabolica e que,
consequentemente, estdo viaveis (MANCA et al., 2013). A quantificacdo do formazan ¢ feita
através da medida de absorbancia por analise espectrofotométrica em 550 nm.

Os macrofagos alveolares AMJ2-C11 foram plaqueados em placa de 96 poc¢os em
meio de cultura DMEM, suplementado com 10% SFB, na proporcdo de 2x10°
células/pogo/200 pL. As células foram incubadas a 37°C, 5% CO,, overnight para aderirem
ao fundo do poco. Apos a adesdo das células, o0 meio de cultura foi trocado por 200 uL de
meio DMEM completo contendo 0,01; 0,1 e 1,0 mg/mL de microparticulas. Depois de
adicionar as microparticulas, a placa foi incubada por 24 horas a 37°C, 5% CO,. No dia
seguinte, o meio de cultura foi coletado e separado para posterior dosagem de citocinas.
Foram adicionados 150 puL de meio DMEM sem vermelho de fenol e 10uL de MTT na
concentracdo 5 mg/mL. As células foram incubadas por 4 horas, nas mesmas condicdes, para
que o sal de MTT fosse reduzido, possibilitando a avaliacdo da viabilidade das células. A
absorbancia referente a cada poco foi determinada em espectrofotdmetro de microplaca
(SpectraMax, Molecular Advices) a 550 nm. O DMSO (puro) e LPS (0,25 pg/mL) foi usado
como controle positivo, e para controle negativo macréfagos foram incubados apenas com
meio DMEM (BITENCOURT et al., 2015; PEREIRA et al., 2015).

4.9.2. Deteccao de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Sobrenadantes de cultura de macréfagos alveolares AMJ2-C11 tratados com as
microparticulas, conforme descrito no item anterior, foram coletados e armazenados até o
momento da dosagem. Empregando o método de ELISA, a quantificacdo das citocinas IL-18,
IL-6, IL-10 e TNF-a foram realizadas utilizando-se anticorpos especificos (purificados e

biotinilados) e citocinas padrdes, de acordo com as instru¢fes do fabricante. A absorbancia
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(densidade 6ptica) foi avaliada em espectrofotdmetro de microplaca (SpectraMax, Molecular
Advices) com filtro a 450 nm e a concentracdo de citocinas calculada a partir da curva
padrdo, sendo o limite de variacdo de deteccdo das citocinas de 4000 pg/mL a 20 pg/mL.
Como controle positivo para producdo de citocinas inflamatérias, foi utilizado o LPS (0,25
ug/mL) e para comparagdo com farmaco encapsulado nas microparticulas foi utilizado o

proprio farmaco (INH) solubilizado no meio.

4.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados quantitativos de, pelo menos, trés replicatas foram representados nas Tabelas
e Figuras como média + desvio padrdo. As regressdes lineares e equacbes de reta foram
obtidas com a utilizacdo do programa Microsoft Excel 2007. A andlise estatistica dos dados
foi realizada com a utilizagdo do programa GraphPad Prism v.3.00. As diferencas
significativas entre conjunto de dados foram verificadas por analise de varidncia one-way
ANOVA, seguido do teste de Tukey com comparacdo mdltipla dos dados. O nivel de

significancia estatistica foi fixado como sendo p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE INH

Foi realizada varredura de uma solugdo aquosa de INH a 15 pug/mL para definir o
comprimento de onda de absor¢do maxima do farmaco. O espectro de varredura na regido do
UV/Vis esta apresentado na Figura 9. O valor de comprimento de onda de méxima absorcao
encontrado para a INH foi de 263 nm, e estd de acordo com o descrito na literatura
(KUNDAWALA et al., 2011a; RAFEEQ et al., 2010). Sendo assim, esse comprimento de
onda foi selecionado para a detecgdo da INH durante a quantificacdo do farmaco por CLAE-
uVv.

1,25
1,00

0,75 4

Absorbancia

0,50

0,25

0’00 T T T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)
Figura 9. Espectro de absor¢do na regido do UV/Vis de uma solugdo aquosa de INH a 15 pg/mL.

O principal objetivo de se validar um método analitico é demonstrar, por meio de
estudos experimentais, que os resultados obtidos com a sua execucdo sdo confiaveis
(GUSTAVO GONZALEZ; ANGELES HERRADOR, 2007; TAVERNIERS; DE LOOSE;
VAN BOCKSTAELE, 2004). O método analitico padronizado em CLAE-UV para a
quantificacdo de INH em ensaios de caracteriza¢do das microparticulas de quitosana e ensaios
in vitro de liberacdo foi validado seguindo parametros de seletividade, linearidade, preciséo,
exatidao, limite de deteccéo e quantificacéo.

Para a obtencdo de um pico cromatografico com caracteristicas aceitaveis de simetria e

tempo de retengdo, foram testadas combinagdes de fase mdvel com diferentes proporgdes. A
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combinacdo de &gua com acetonitrila na propor¢do 90:10 (v/v) resultou em uma baixa
interacdo da INH com a coluna (fase estacionaria), fazendo com que o farmaco eluisse junto
com o pico referente aos solventes. A combinacdo dgua e metanol (90:10, 70:30 e 60:40 v/v)
resultou em picos com resolucao inadequada, formando caudas e ombros. Ja a acidificacdo da
agua com 0,01 M de &cido fosférico e a mistura com uma propor¢do de 85:15 (v/v) com
metanol proporcionou um pico adequado do farmaco, com boa resolucéo.

Para as andlises cromatograficas do INH, dessa forma, a fase mdvel foi composta por
agua acidificada com 0,01 M de &cido fosférico e metanol na propor¢do de 85:15 (v/v), a
coluna utilizada foi uma Cyg de fase reversa, a vazdo de fase mdvel foi de 1 mL/min, o
volume de injecdo de amostras foi igual a 20 ulL e a detecgédo foi feita em 263 nm. Foi
possivel observar que o pico da INH foi obtido com 1,7 minutos de elui¢do, conforme €

mostrado na Figura 10.
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Figura 10. Cromatogramas sobrepostos referentes a solu¢es aquosas de INH em diferentes concentragdes (0,5;
1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0 pg/mL).

5.1.1. Seletividade

A seletividade do método foi analisada para garantir a exata quantificagdo do farmaco
na presenca de outros componentes da formulacdo. Na Figura 11 esta representada a
sobreposicdo dos cromatogramas referentes a injecdo da solucdo de INH na presenca e

auséncia de uma solucéo de quitosana.
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Figura 11. Sobreposi¢do dos cromatogramas referentes a uma solucdo aquosa de INH a 2,0 pg/mL e uma
solucéo aquosa de INH, na mesma concentragdo, contaminada com quitosana.

Verificou-se que a presenca do polimero quitosana, principal excipiente usado na
formulacdo das microparticulas, ndo gerou diferenca significativa (p <0,05) nem no tempo de
retencdo, nem na magnitude do pico referente ao fArmaco INH. Desta forma, conclui-se que o
polimero ndo interferiu na quantificacdo do farmaco, o que prova a seletividade do método

para determinacdo de INH formulado em microparticulas de quitosana.

5.1.2. Linearidade

A linearidade de um método verifica que os resultados das amostras analisadas estao
dentro de um intervalo de concentracdo definido (curva analitica) e que, nesse intervalo, a
resposta obtida na analise € linearmente proporcional a concentragdo do analito (farmaco) na
amostra em estudo (GREEN, 1996). A curva analitica obtida para o estudo de linearidade do

método para a quantificacdo da INH esta representada na Figura 12.
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Figura 12. Representa¢do grafica da curva analitica obtida por CLAE para soluc¢Ges aquosas de INH na faixa de
concentracdo entre 0,1 e 15,0 pg/mL. Equacéo da reta: y = 39939x — 4585, rz = 0,991.

Por meio do calculo da regressao linear, verificou-se que o coeficiente de correlacéo
linear (r?) obtido foi igual a 0,991, valor que esta de acordo com o limite estabelecido pela RE
n° 899 de 2003 da ANVISA. O método desenvolvido, portanto, pode ser considerado linear

para quantificacao de INH na faixa de concentracdo que vai de 0,1 ug/mL a 15 pg/mL.

5.1.3. Precisdo e exatidao

A preciséo € definida como a avalia¢do da proximidade dos resultados obtidos a partir
de analises repetidas e independentes utilizando um mesmo método e uma mesma amostra
(ANVISA, 2003). Ja a exatiddo de um método é o grau de concordancia entre os resultados
esperados (tedricos) com os resultados reais obtidos apds a analise (TAVERNIERS; DE
LOOSE; VAN BOCKSTAELE, 2004). Precisdo e a exatiddo para o presente método analitico

foram determinadas e os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de precisdo e exatiddo do método analitico para quantificagdo da INH.

Concentracao tedrica Concentracao obtida Preciséo Exatidado
(ng/mL) (experimental) CV (%) E (%)

Intracorrida (n=9)

0,5 0,523 0,853 104,683
2,0 1,970 4,939 98,524
15,0 14,717 4,038 98,117

Intercorrida (n=9)

0,5 0,515 4,321 103,037
2,0 2,014 4,376 100,709
15,0 14,612 4,219 97,411

A precisdo foi avaliada e os valores de coeficiente de variagdo (CV%) foram de 0,85 a
4,93%, estando de acordo com os limites determinados, em que o valor maximo aceitavel para
0 CV é 5% (ICH, 2005; MATOS et al., 2015). Os valores de exatiddo encontrados variaram
de 97,41 a 103,03%. Esses valores tambem estdo de acordo com os limites estabelecidos pelas
agéncias regulatdrias (ANVISA, 2003; GRATIERI et al., 2012; ICH, 2005).

5.1.4. Limites de deteccéo e quantificagdo

O LD é definido como a menor concentracdo de analito (farmaco) que pode ser
detectada e distinguida do zero (ruido do equipamento), mas ndo necessariamente
quantificada (GUSTAVO GONZALEZ; ANGELES HERRADOR, 2007). J4 o LQ representa
a menor concentracdo de analito (farmaco) que pode ser quantificada de forma confidvel
utilizando um determinado método experimental (RIBANI et al.,, 2004). Os limites de
deteccdo e quantificacdo encontrados para o método foram iguais a 0,176 pg/mL e 0,532
pug/mL respectivamente. Estes valores representam as menores quantidades do farmaco que
podem ser detectadas e quantificadas com precisdo e exatiddo pelo método desenvolvido,

sendo adequados para analise de INH nas amostras a serem estudadas.
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5.2. OBTENCAO DE MICROPARTICULAS DE QUITOSANA CONTENDO INH

Microparticulas de quitosana tém sido desenvolvidas com o objetivo de controlar a
liberagdo, proteger, aumentar a estabilidade e melhorar a biodisponibilidade dos farmacos
encapsulados (SINHA et al., 2004). Além disso, as caracteristicas bioadesivas do polimero,
que podem resultar na formacdo de microparticulas mucoadesivas, traria avancos ao
tratamento, uma vez que aumentam o tempo de residéncia do medicamento em contato com
mucosas.

Os parametros utilizados neste trabalho para a preparacdo das microparticulas de
quitosana pelo método de secagem por spray drying foram baseados no trabalho realizado por
Gelfuso et al. (2011), que desenvolveram microparticulas de quitosana para a administracdo
topica do minoxidil sulfato. Algumas condi¢6es foram modificadas com o objetivo de reduzir
as dimensdes das microparticulas formadas, como a selecdo da quitosana de baixo peso
molecular ao invés da de médio peso e a concentragdo inicial de quitosana na formulagao
inicial. A vazdo de alimentacdo das amostras no aparelho, do ar de atomizacao e do ar de
secagem também sofreram pequenas modificacBes, bem como a temperatura de secagem, que
foi aumentada em 5°C.

Optou-se também, neste trabalho, por preparar microparticulas de quitosana
previamente reticulada com o polianion TPP. A escolha desse agente reticulante deu-se pelo
fato dele ser atoxico (ARAL; AKBUGA, 1998; DESAI; PARK, 2005a; KO et al., 2002),
diferente das outras alternativas normalmente utilizadas, como glutaraldeido. A reticulacédo
das microparticulas de quitosana foi testada com o objetivo de facilitar a dispersdo das
particulas em meio aquoso, uma vez que a neutralizacdo parcial das cargas do polimero deve
reduzir o intumescimento da matriz de quitosana (DESAI; PARK, 2005a; HE; DAVIS;
ILLUM, 1999). A reticulacdo do polimero também deverd ter influéncia na cinética de
liberacdo do farmaco pelo sistema microencapsulado.

A Figura 13 mostra as caracteristicas macroscépicas das microparticulas de quitosana
formadas. Todas apresentaram-se como um poO claro, fino e de coloracdo levemente
amarelada, diferente do polimero utilizado para o preparo, que possui granulometria mais

grossa e coloracdo amarela mais forte.
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Figura 13. Aspecto macroscopico das microparticulas de quitosana formadas.

5.3. CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A Tabela 3 apresenta os resultados para os parametros avaliados para caracterizagao

das microparticulas de quitosana obtidas.

Tabela 3: Parametros utilizados e resultados da caracteriza¢do das microparticulas obtidas.

Formulagdo Proporcao Rendimento Eficiéncia de Potencial zeta D’ié'metro
polimero:farmaco (%) encapsulacao (%) (mV) médio (pum)

MP QS0 1:0 46,3 +29,8+142  3,26+3,86
MP QS 1 11 37,5 89,0+7,3 +23,0£16,0 3,21+247
MP QS 2 2:1 40,0 949+54 +249+14,6 3,29 £ 2,77
MP QS 3 31 39,9 96,8 £ 13,0 +275+£210 3,54 + 3,61
MP QS TPP 0 1:0 38,25 +250+24,1  3,89+4,06
MP QS TPP 2 2:1 30,5 114,9+0,2 +17,7+£29,1 3,83+3,72

5.3.1. Rendimento do processo

O rendimento do processo de obtencdo das microparticulas de quitosana preparadas
utilizando-se a técnica de spray drying variou de 30,5 a 46,3% (Tabela 3). Valores
relativamente baixos de rendimento como esses aqui apresentados tém sido relatados quando
se utiliza a quitosana como polimero para a formacdo de microparticulas utilizando-se essa
técnica. Isto porque, quando as goticulas da solucdo polimérica sao pulverizadas para dentro
do spray dryer, elas chocam-se com a parede do equipamento, formando um filme que fica
fortemente aderido a cdmara de secagem, o que tem impacto no rendimento de obtencdo de
particulas (GELFUSO et al., 2011).
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Outro fator que parece afetar a questdo do rendimento é a quantidade de material a ser
seco. Ao ser realizado em grandes escalas, o processo de secagem resultaria em um maior
rendimento devido a maior quantidade de produto e, assim sendo, a formacédo do filme néo
influenciaria o rendimento final de maneira tao significante.

Apesar dos inconvenientes, a técnica de obtengdo de microparticulas por spray drying
foi escolhida devido ao fato de ser um método que ocorre em uma Unica etapa, sendo um
processo simples, rapido e de baixo custo (SILVA et al., 2003). O processo € também de facil
transposicao de escala e resulta em um po seco, facilitando o armazenamento e contribuindo
para a estabilidade do produto. Além disso, as microparticulas preparadas por spray drying
normalmente possuem forma esférica, uniformidade na distribuicdo de tamanho e alta
eficiéncia de encapsulacdo (HE; DAVIS; ILLUM, 1999), que sdo caracteristicas tecnoldgicas

altamente desejaveis.

5.3.2. Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) € um importante parametro da caracterizacéo,
pois define a quantidade de farmaco efetivamente associada ao carreador microestruturado.
Os resultados de EE% encontrados para cada uma das microparticulas obtidas estdo
apresentados na Tabela 3. Todas as microparticulas apresentaram altos valores de EE%,
conforme o esperado para a técnica de obtencdo (SILVA et al., 2003).

Os valores de EE% para as microparticulas de quitosana sem agente reticulante
variaram de 89,05 a 96,87%, porém ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre
si (p < 0,05). Outros autores também obtiveram altos valores de eficiéncia de encapsulacao:
Kundawala et al. (2011) obtiveram microparticulas de quitosana contendo INH por spray
drying e encontraram valores de EE% que variaram de 87 a 107%, e Naikwade et al. (2009)
obtiveram microparticulas carregadas com budesonida, que superaram a taxa de 115% de
eficiéncia de encapsulacéo.

As microparticulas reticuladas com TPP apresentaram o maior valor absoluto de
eficiéncia de encapsulacdo. Durante o preparo, foi observado que TPP proporcionou um
aumento de viscosidade da solugdo polimérica de quitosana, o que pode ter retido mais o
farmaco na matriz polimérica no decorrer da secagem por spray drying (KO et al., 2002). As
microparticulas de quitosana reticuladas com TPP que foram produzidas por Densai e Park

(2005) para encapsularem o farmaco hidrofilico acetaminofeno apresentatam valores de EE%
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proximos a 99% (DESAI; PARK, 2005b), o que corrobora os altos valores também

encontrados em nossos experimentos.

5.3.3. Potencial zeta

Com relacdo ao potencial zeta das microparticulas (Tabela 3), é possivel observar que
as formulacdes que apresentam maior quantidade de polimero em relacdo a quantidade de
INH apresentaram maior concentracdo de carga superficial. O farmaco, desta forma, parece
neutralizar as cargas da particula provenientes do polimero quitosana; logo, quanto maior a
quantidade de INH, menos positiva foi a particula formada. Huang, Chiang e Yen (2003)
também verificaram uma reducdo do potencial zeta de suas particulas de quitosana com o
aumento da proporc¢édo de farmaco em sua composicao.

As microparticulas preparadas com o agente reticulante em sua composicao tiveram
seus potenciais zeta ainda mais diminuidos quando comparadas as particulas sem TPP. Isso
ocorre devido a interacdo eletrostatica que ocorre entre o TPP (carga negativa) e a quitosana
(carga positiva), resultando em uma neutralizacdo idnica e fazendo com que a carga residual
final das particulas obtidas seja menos positiva (DHAWAN; SINGLA; SINHA, 2004).

Apesar das diferencas nos valores de potencial zeta das microparticulas obtidas, todas
elas apresentaram carga superficial positiva. Isso ocorre devido a alta positividade dos
grupamentos amino da quitosana, 0s quais estdo em grande numero em suas cadeias, e que
deverdo contribuir para a bioadesividade do sistema formado (HARRIS; LECUMBERRI;
HERAS, 2010; ISLAM et al., 2012).

5.3.4. Analise granulométrica das microparticulas

Na Tabela 3 também estdo apresentados os valores de diametro médio das
microparticulas obtidas a partir das diferentes formulagGes desenvolvidas. E possivel observar
que os valores de diametro médio encontrados para as formulagées MP QS 1, MP QS 2 e MP
QS 3 sdo muito semelhantes entre si.

Na Figura 14 esté apresentado o grafico de distribuicdo granulométrica das particulas
obtidas.
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Figura 14. Distribuicdo de diametro em razdo da porcentagem de volume diferencial das microparticulas de
quitosana contendo ou ndo INH em diferentes proporcoes.

Conforme discutido anteriormente, o tamanho das particulas ¢ caracteristica
primordial para o desenvolvimento de produtos adequados para a administragao pulmonar de
farmacos na forma de pd seco. Para alcancar os alvéolos pulmonares, as microparticulas
precisam estar em uma faixa de tamanho considerada ideal, variando de 1 — 5 um (HINDS,
1999; PHAM; FATTAL,; TSAPIS, 2015). Particulas menores que 1 pm podem ser expulsas
na expiracao pois ndo conseguem se depositar adequadamente no tecido alveolar, e particulas
maiores que 5 um correm o risco de ficarem retidas no epitélio mucociliado que reveste todo
o trato respiratorio (TAYLOR, 2005). Apesar do didametro médio apresentado por todas as
microparticulas contendo INH terem sido em torno de 3 um, os sistemas microparticulados
ndo foram homogéneos quanto as dimensbes de particulas, apresentando particulas de
dimensbes superiores a faixa de tamanho requerido para promover a correta deposicao
pulmonar do pé seco ap6s inalagdo (Figura 14). Entretanto, os estudos realizados mostraram
que a maioria das microparticulas presentes nas formulagGes estdo dentro da faixa tamanho
considerada adequada para inalagdo. As formulagées MP QS 1, MP QS 2, MP QS 3 e MP QS
0 apresentaram 75% das particulas com tamanho inferior a 4,70 um, ao passo que as
microparticulas que foram produzidas com TPP (MP QS TPP 2 e MP QS TPP 0)
apresentaram em sua composic¢ao 75% das particulas com tamanhos menores que 5,22 e 6,06
um, proximos a faixa de tamanho considerada ideal. Estes resultados mostram que as
microparticulas produzidas possivelmente se depositardo de maneira eficaz nas vias aéreas
inferiores; porém estudos que avaliam a aerodinamica das particulas serdo necessarios para

confirmar estes achados.
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5.3.5. Morfologia

A morfologia das microparticulas foi analisada por MEV e as fotomicrografias

capturadas estdo apresentadas na Figura 15.

Figura 15. Fotomicrografias obtidas por MEV para as microparticulas de quitosana. (A) MP QS 1; (B) MP QS
2; (C) MP QS 3; (D) MP QS 0; (E) MP QS TPP 2; (F) MP QS TPP 0. Aumento de 10000 a 15000 vezes.

De maneira geral, todas as microparticulas obtidas foram esféricas e com dimensdes
variadas, mas inferiores a 5 um. As microparticulas de quitosana preparadas sem a INH (MP
QS 0 e MP QS TPP 0) apresentaram uma superficie rugosa e irregular, morfologia semelhante
a observada anteriormente por Gelfuso e colaboradores (GELFUSO et al., 2011). Ja as
microparticulas que continham o farmaco encapsulado (MP QS 1, MP QS 2 e MP QS 3)
apresentaram uma superficie lisa, sem rugosidades. As rachaduras superficiais observadas em
algumas fotos podem ser artefatos da analise como resultado do aumento do potencial elétrico
para aproximacéo das imagens.

As microparticulas que foram obtidas com agente reticulante TPP apresentaram
caracteristicas muito semelhantes aquelas produzidas sem TPP, ou seja, as microparticulas
reticuladas associadas ao farmaco apresentaram superficie lisa ao passo que as

microparticulas sem o farmaco apresentaram superficie rugosa e irregular.



34

A interacdo do farmaco com o polimero na formacdo das microparticulas parece ter,
portanto, influéncia na alteracdo da morfologia das microparticulas. No trabalho realizado
por He, Davis e Illum (1999), também foi observado que as microparticulas de quitosana
vazias apresentaram uma superficie irregular, ao contréario das microparticulas que continham
farmaco em sua composicao, que apresentaram uma superficie mais lisa sem irregularidades.
Huang, Chiang e Yeh (2003) também obtiveram microparticulas de quitosana vazias com
superficie irregular e ligeiramente enrrugada, entretanto, quando tinham betametasona

encapsulada, a superficie das particulas se apresentaram lisas e sem rugas.

5.4. ESTUDO DA COMPATIBILIDADE QUIMICA ENTRE A INH E OS OUTROS
COMPONENTES DAS MICROPARTICULAS

5.4.1. Analise térmica
Os dados térmicos obtidos a partir das analises em DSC (Figura 16) mostram que INH

apresenta um Gnico evento térmico no intervalo de temperatura representado, a fusdo a 172,2°

C, associada a uma entalpia de aproximadamente 57 cal g™*.
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Figura 16. Termogramas da INH, das misturas fisicas de INH e polimero, e das microparticulas, junto aos dados
térmicos dessas amostras. ModificacBes relevantes nos eventos térmicos estéo destacadas em negrito.

Nas misturas fisicas de INH e quitosana, inclusive na presenca de TPP, ndo h&
qualquer modificacdo importante no perfil térmico das amostras. Observa-se que esses

termogramas sdo o somatdrio dos eventos térmicos de seus componentes individuais, sendo as
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entalpias envolvidas na fusdo do farmaco muito préximas as entalpias tedricas esperadas,
considerando a massa de farmaco em cada amostra.

Em contrapartida, as microparticulas revelam forte interacdo entre o farmaco e o
polimero, com modificagdes no intervalo de fusdo do farmaco, no tyex € na entalpia associada.
Observa-se uma antecipagdo do fenédmeno de fusdo do farmaco, de forma mais intensa para a
amostra reticuladas com TPP, que apresentou uma fusdo do farmaco com antecipacdo de
cerca de 20° C. Esse achado evidencia de que a reticulagido promovida pelo TPP aumenta o
grau de interacdo entre o farmaco e a quitosana.

As entalpias associadas a fusdo do INH permitiram calcular o grau de cristalinidade
(C) das microparticulas. Observa-se que, no processo de micronizacdo do farmaco, ha uma
conversao parcialmente de INH ao estado amorfo. A amorfizacdo do farmaco € mais intensa
quando as microparticulas sdo preparadas na proporcao 2:1 (p/p) na relacdo quitosana e INH.
Esse efeito € comumente descrito na literatura para sistemas microparticulados obtidos com
quitosana (BANIK et al., 2012; DEVI; MAJI, 2009).

5.4.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Na Figura 17 sdo mostradas as bandas caracteristicas dos grupos funcionais de INH

apos andlise de FITR das amostras.
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Figura 17. FTIR da INH, das misturas fisicas de INH e polimero, e das microparticulas desenvolvidas.
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Observa-se a 1664 cm™ a vibracdo do estiramento da carbonila do grupo amida e a
1634 cm™ a deformacdo do grupamento NH, da INH. Identificam-se ainda vibracdes da
flexdo da ligacdo N-H a 1555 cm™, além de sinais correspondentes ao anel aromético a 1412
cm™ (C-CH) e a 996 cm™ (deformagéo no plano do anel aromético) estando de acordo com o
descrito na literatura. (AKYUZ; AKYUZ, 2008; GUPTA; JABRAIL, 2008; PANDEY et al.,
2014).

H& uma clara atenuacdo das bandas dos grupos funcionais de INH tanto nas misturas
fisicas quanto nas microparticulas devido a um efeito de diluicdo. Contudo, essas bandas
podem ser identificadas em todas as amostras, o que indica que o farmaco se mantém estével

guimicamente nas formulagdes obtidas.
5.5. ESTUDOS IN VITRO DE LIBERACAO

A liberacdo de um farmaco a partir de microparticulas de quitosana compreende o
intumescimento da matriz polimérica ao entrar em contato com 0 meio aquoso externo, e a
difusdo da molécula do farmaco através da matriz da particula (DESAI; PARK, 2005b).
Pardmetros como: proporcdo farmaco/polimero, EE%, tipo de quitosana e quantidade de
agente reticulante podem influenciar o perfil de liberacdo de um farmaco a partir de
microparticulas de quitosana (SINHA et al., 2004). Na Figura 18 sdo mostrados os perfis de

liberacdo de INH a partir das microparticulas obtidas.
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Figura 18. Perfis de liberagdo in vitro da INH, em tampao fosfato pH 7,4, a partir das microparticulas de
quitosana com farmaco encapsulado, preparadas com diferentes proporcdes de farmaco/polimero e com ou sem
reticulagdo com TPP, n=4.
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E possivel observar que as microparticulas produzidas apenas com quitosana liberaram
rapidamente quase a totalidade do farmaco encapsulado, ou seja, em 120 minutos de ensaio
praticamente 100% de INH foi liberada pelas trés formula¢ées (MP QS 1, MP QS 2 e MP QS
3) e o perfil de liberacdo da MP QS 2 ndo foi significativamente diferente dos perfis das
formulagdes MP QS 1 e MP QS 3 (p < 0,05). A liberacdo acelerada do farmaco a partir das
microparticulas de quitosana foi também descrita por Pham, Fattal e Tsapis (2015) e por
Kundawala et al. (2012). Os autores relataram que as particulas de quitosana apresentam uma
liberagdo inicialmente “brusca” quando comparada com as microparticulas produzidas com
outros polimeros, como exemplo 0 PLGA, que sustenta de maneira mais efetiva a liberacéo de
INH.

Ja as microparticulas de quitosana reticuladas (MP QS TPP 2) sustentaram mais
efetivamente a liberacdo da INH, sendo que, apds 6 h de estudo, menos de 50% de INH foi
liberada para o meio receptor. Outros autores ja haviam descrito que a reticulacdo da
quitosana com TPP seria capaz de retardar a liberacdo do farmaco (DESAI; PARK, 2005b;
KO et al., 2002; SHU; ZHU, 2000). Uma possivel explicacdo para o fato é que a adicéo de
TPP na formulacéo resulta em microparticulas de quitosana mais rigidas, que se molham mais
lentamente, retardando assim a liberagcdo do farmaco (KUNDAWALA et al., 2011c).

Uma liberacdo inicial muito acentuada do farmaco pode ser interessante para o
sistema, pois uma grande quantidade de INH liberada para os alvéolos resultaria em um
rapido efeito inibidor sobre os micro-organismos causadores da tuberculose. Porém, apos
poucas horas a concentragdo de INH tenderia a reduzir, necessitando de administragdes
repetidas do medicamento. Por outro lado, a liberacdo sustentada de INH a partir das
microparticulas reticuladas evitaria a necessidade de se fazer mdltiplas administracGes do
medicamento, 0 que resultaria em uma maior adesdo dos pacientes ao tratamento (BIGGS et
al., 2003; PHAM; FATTAL; TSAPIS, 2015). A utilizacdo de um ou outro sistema
microparticulado, portanto, dependera do que se espera com a terapia, vise ela um inicio de
acao mais potente e rapido ou um controle prolongado da concentracdo terapéutica de INH no
local de acéo.

Uma alternativa para o emprego das microparticula no tratamento da tuberculose seria
a utilizacdo das MP QS 2 na primeira fase do tratamento (fase intensiva) e a utilizacdo das MP
QS TPP 2 na segunda fase do tratamento, que é a fase de manutencdo. Outra possibilidade é a
utilizacdo as duas formulacdes em um unico medicamento, fornecendo as duas vantagens ao

mesmo produto.
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Para os estudos posteriores foram escolhidas as formula¢des MP QS 2 e MP QS TPP 2
para comparar o comportamento das microparticulas reticuladas ou ndo reticuladas com o
TPP.

5.6. AVALIACAO IN VITRO DA MUCOADESAO DAS MICROPARTICULAS

O potencial bioadesivo da quitosana € atribuido principalmente ao seu carater
catibnico, resultante de grupamentos amino de sua estrutura (ELGADIR et al., 2014). As
glicoproteinas de carga negativa presentes na superficie de mucosas, quando em contato com
0S grupamentos carregados positivamente da quitosana, ligam-se eletrostaticamente a elas,
resultando em adesdo (HE, 1998; SOGIAS; WILLIAMS; KHUTORYANSKIY, 2008).

A Figura 19 mostra o decaimento dos valores de potencial zeta em fun¢do do tempo de
incubacdo das microparticulas de INH com a solucdo de mucina, principal glicoproteina que

compde 0 muco que reveste a mucosa do trato respiratorio.
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Figura 19. Avaliacdo do potencial zeta das microparticulas MP QS 2 e MP QS TPP 2 em funcéo do tempo de
incubacdo com solucGes de mucina.

Os valores de potencial zeta partiram de aproximadamente + 24,9 mV e + 17,7 mV
respectivamente para as microparticulas preparadas sem e com TPP. ApGs o contato com a
mucina, o potencial de ambas as microparticulas foi reduzido, atingindo potenciais zeta iguais
a+ 2,91 e + 3,41 respectivamente.

A reducéo dos valores de potencial zeta das particulas durante o contato com a mucina
é considerada um indicativo de mucoadesdo (CHHONKER et al., 2015), uma vez que
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indicam a ocorréncia de ligagOes ionicas entre quitosana e mucina (BAEK et al., 2015;
DHAWAN; SINGLA; SINHA, 2004; LIM et al., 2012).

Observa-se que as MP QS 2 tiveram uma maior variacdo de potencial zeta que a
formulacdo MP QS TPP 2, sugerindo maior adesdo a mucina. A reticulacdo das
microparticulas com TPP reduz as suas cargas superficiais, reduzindo a quantidade de sitios
de ligacdo com a mucina, o que deve diminuir a forca bioadesiva das microparticulas

reticuladas.
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5.7. ATIVIDADE BIOLOGICA DAS MICROPARTICULAS

5.7.1. Ensaio in vitro de citotoxicidade

Ensaios in vitro utilizando culturas celulares constituem importantes ferramentas para
ampliar os conhecimentos sobre os efeitos citotoxicos causados por agentes quimicos e para
determinar possiveis efeitos do uso de formulacGes em seres humanos (MELO et al., 2000).

Para o ensaio in vitro de citoxicidade dos sistemas microencapsulados obtidos nesse
estudo, foram utilizadas as formulagdes: MP QS TPP 2, MP QS TPP 0, MP QS 2, MP QS O e
a INH né&o encapsulada, incubadas a diferentes concentragfes (0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL e 1
mg/mL) com macro6fagos alveolares AMJ2-C11 por um periodo de 24 horas. Como controles
positivos para toxicidade celular, foram utilizados 0 DMSO e uma solucdo etandlica a 60%

(v/v). Os resultados estéo apresentados na Figura 20.



41

1007 %
801 - o E E
S E E T E % 2
= = Y . £ B
z 80 * = £ = 3 S 2
w S = == = s < <
= Il bvso
;: Etanol 60%
-
z B Mcio
o
= = mros2
s Bl vroso
o | == I
v
60 T T T T T T T T T T T T
1007 4 < . o 2
80 2 E 2 % S . o
. 60 = o = 2 Z s 2
= Il bnvso
; Etanol 60%
= Bl Mcio
- 3 vros TPP2
% Bl vrosTrro
= E inu
©

-80 T T T T T T T T T T T T

Figura 20. Efeito das microparticulas sobre a viabilidade de macré6fagos alveolares AMJ2-C11. A citotoxicidade
relativa ao controle negativo foi mensurada através do ensaio de MTT ap6s 24 horas da incubacdo dos
macrofagos com diferentes concentragfes das microparticulas (A) para MP QS TPP 2 e MP QS TPP 0, ou (B)
para MP QS 2 e MP QS 0; (0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL), o farmaco soltivel (INH), Meio (controle
negativo), DMSO e Etanol 60% (controles positivos). Os resultados sdo expressos em média + S.E.M. e
representativo de dois experimentos independentes (n = 4/pocos/experimento) / p < 0,05, DMEM (Meio) versus
demais grupos. One-way ANOVA (Tukey's multiple comparisons test) foi utilizado.

Os resultados mostraram que nenhuma das formulacBes foram tdxicas para o
macrdfago alveolar no periodo avaliado, quando comparado aos macrofagos incubados com o
meio de cultura (controle negativo). Apenas 0s grupos incubados com os controles positivos
(DMSO e Etanol 60%) apresentaram citotoxicidade. Além disso, observou-se uma pequena
proliferacdo desses macrofagos quando incubados com as microparticulas, principalmente os
incubados com as microparticulas reticuladas, mostrando que as particulas ndo afetam a

proliferacdo dessas células fagocitarias.
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Ao contrario do observado neste trabalho, o estudo realizado por Bitencourt et al.
(2015) verificou que as microparticulas de quitosana, também preparadas pela técnica de
spray drying, foram potencialmente citotoxicas quando incubadas por 24 horas com
macrofagos peritoniais da linhagem J-774.

As reacdes que determinam a biocompatibilidade e o grau de citotoxicidade de um
material sdo extremamente complexas, pois varios fatores podem ter influéncia na toxicidade
celular (RODRIGUES et al., 2012). A diferenca de resposta pode ser devida aos tipos
celulares utilizados, as caracteristicas das microparticulas obtidas, as propriedades do
polimero utilizado (grau de desacetilacdo e peso molecular da quitosana) e, também, a
propor¢do na qual o polimero foi empregado na producdo da particula (HUANG; KHOR,;
LIM, 2004; HUANG et al., 2006). Alguns autores, por exemplo, afirmam que a quitosana de
baixo peso molecular, utilizada no preparo dessas particulas, é preferido ao uso dos polimeros
com peso molecular mais elevado, uma vez que cadeias poliméricas menores sdo mais
eficazmente absorvidas e menos toxicas (WU et al., 2015).

Por ndo se mostrarem tdxicas para macréfagos alveolares da linhagem AMJ2-C11
nesses estudos in vitro, as microparticulas preparadas nesse trabalho podem ser um sistema de
liberacdo adequado para administragdo pulmonar. Contudo, estudos ex vivo utilizando-se
células primérias de ratos ou estudos in vivo em camundongo deverdo ser realizados

futuramente para assegurar os dados obtidos com esses estudos iniciais.

5.7.2. Deteccdo de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os macrofagos sdo células do sistema imune que desempenham um papel central
durante um processo inflamatorio, uma vez que estdo distribuidos pelo corpo e sédo
responsaveis por numerosos processos homeostaticos, imunologicos e inflamatérios (CHEN
et al., 2007). No pulmao, existem dois tipos de macréfagos: os intersticiais e os alveolares.
Os macrofagos alveolares sdo mais numerosos e sdo assim chamados por estarem
concentrados nos alvéolos respiratorios (ADAMS, 1979; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999).

No pulméo, os macrofagos sdo considerados a primeira linha de defesa e, quando
ativados, apresentam a capacidade de secretar moléculas sinalizadoras chamadas citocinas,
que participam da resposta imune (CHEN et al., 2007). Neste sentido, as microparticulas
foram testadas quanto a capacidade de ativar ou nao os macréfagos alveolares através da

deteccdo de citocinas produzidas no sobrenadante da cultura de células. Os ensaios foram
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conduzidos com base nas metodologias descritas por artigos do nosso grupo de pesquisa
(BITENCOURT et al., 2015; PEREIRA et al., 2015).

As citocinas inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6, e a citocina anti-inflamatéria 1L-10
foram quantificadas do sobrenadante da cultura de macréfagos alveolares AMJ2-C11

incubados com as diferentes microparticulas por 24 horas e 0s resultados estdo mostrados na
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Figura 21. Citocinas detectadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) apds a incubacdo dos macréfagos
alveolares AMJ2-C11com as microparticulas (MP QS TPP 2, MP QS TPP 0, MP QS 2, MP QS 0), o farmaco
solivel (INH), Meio (controle negativo), LPS (controle positivo). As citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10
foram mensuradas do sobrenadante de macrdfagos alveolares 24 horas ap6s a incubagdo com 1mg/mL das
diferentes microparticulas. Os resultados sdo expressos em média + S.E.M. e representativo de dois
experimentos independentes (n = 3-4/pocos/experimento)/ p < 0,05, DMEM (Meio) versus demais grupos. One-
way ANOVA (Tukey's multiple comparisons test) foi utilizado.

A incubacdo de macrofagos alveolares com as microparticulas de quitosana reticuladas
MP QS TPP 0 e MP QS TPP 2 aumentou a producdo de TNF-a (1263,25% e 652,4%,
respectivamente) e IL-1p (180,33% e 257,11%, respectivamente) quando comparada aos
macréfagos incubados somente com o meio. Entre as microparticulas que ndo continham
agente reticulante (TPP) em sua composi¢do, as microparticulas produzidas apenas com
quitosana (MP QS 0) também foram capazes de aumentar a producdo de TNF-a (em
437,16%) e IL-1B (em 187,56%).
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Observou-se um aumento na producdo da citocina IL-6 (inflamatéria) quando as
células AMJ2-C11 foram incubadas com o farmaco (INH solGvel) e com a MP QS 0
(294,17% e 296,67% respectivamente), quando comparado aos macréfagos incubados apenas
com o meio de cultura.

A citocina IL-10 (perfil mais anti-inflamatorio) teve sua producdo diminuida quando
0s macrofagos alveolares foram incubados com as microparticulas que continham farmaco em
sua composi¢do (MP QS 2 e MP QS TPP 2). O mesmo aconteceu quando a INH (farmaco
solivel no meio) foi incubada com os macréfagos, sugerindo que esta diminuicao de IL-10 é
devida a uma acdo especifica do farmaco, e que o processo de encapsulacdo ndo alterou este
efeito. Este achado ndo € valido para as outras citocinas detectadas (inflamatdrias), sugerindo
gue, nesses casos, a microparticula, independente da presenca ou auséncia do farmaco, tem
efeitos sobre a producéo de citocinas.

De maneira geral, foi possivel observar que a INH e todas as microparticulas foram
capazes de ativar os macrdfagos alveolares, uma vez que houve uma producdo aumentada de
citocinas inflamatdrias (TNF-a, IL-1p e IL-6) e uma diminuicdo na producédo da citocina anti-
inflamatoria (IL-10) quando elas foram incubadas com as formulagdes microparticuladas,
induzindo as celulas a um perfil inflamatério.

Outros autores também chegaram conclusdo de que o tratamento de macréfagos com
microparticulas poliméricas desencadeia varios eventos celulares e bioquimicos que
corroboram com o classico perfil de um macrofago ativado (SHARMA et al., 2007; YADAV
et al., 2009). Essa ativacdo e a concomitante producdo de citocinas contribuem de maneira
eficaz com a acdo dos farmacos como no combate aos micro-organismos causadores da
tuberculose que estdo alojados no interior dos macréfagos alveolares.

Sharma et al. (2011) observaram em seus estudos que a via de administragdo pulmonar
exerce influéncia no tipo de resposta imune desencadeada pelo hospedeiro. Os autores
observaram que quando as microparticulas poliméricas eram inaladas, a producdo de TNF-a
era aumentada, e que isso ndo era observada no tratamento com 0s mesmos farmacos por via
oral.

No que se diz respeito ao papel do polimero quitosana, diversos trabalhos publicados
descrevem o papel deste polimero no acionamento de respostas imunes (JIAO et al., 2014;
SHAKYA; NANDAKUMAR, 2013) e na ativacdo do préprio macrofago, estimulando a
producdo de espécies reativas de oxigénio e de Oxido nitrico, e aumentando a liberacéo de
citocinas inflamatdrias como TNF-a, IL-1B e IL-6 (BUETER et al., 2014; LI et al., 2014;
PELUSO et al., 1994; WU et al., 2015).
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7. CONCLUSOES

As microparticulas de quitosana contendo INH demonstraram ser um sistema de
liberacdo promissor para o tratamento da tuberculose, visto que possuem tamanho médio
adequado para a administracdo pulmonar na forma de pé seco (1 — 5um). Os sistemas
desenvolvidos apresentaram altos valores de eficiéncia de encapsulacdo (> 89%) e foram
capazes de controlar a liberacdo do farmaco, principalmente quando em sua forma reticulada.
A utilizacdo da quitosana permitiu a obtencdo de particulas mucoadesivas que deverdo
aumentar o tempo de permanéncia do sistema em seu local de agdo ap6s inalacgéo.

A avaliagdo de FTIR demonstrou a estabilidade quimica da INH frente & matriz
polimérica selecionada. Os dados de DSC, por sua vez, mostraram um elevado grau de
interacdo da INH com o polimero devido ao processamento realizado para a obtencdo das
microparticulas, levando a mudancas fisicas importantes no farmaco, com um elevado grau de
amorfizacdo da amostra.

As microparticulas desenvolvidas ndo se mostraram téxicas para os macréfagos
alveolares e ainda foram capazes de ativa-los, induzindo a um perfil inflamatério. Todos os
achados, portanto, corroboram com a ideia de que as microparticulas obtidas séo sistemas

eficientes para a liberagéo pulmonar de fa&rmacos no tratamento da tuberculose.
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