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RESUMO

Monteiro, Lidiane Mota.Preparo e avaliagcdo de sistemas microemulsionados
biologicamente ativos de dapsond&io de Janeiro, 2011. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmaciaetdiade Federal do Rio de
Janeiro, 2011.

A dapsona € um farmaco pertencente a classe tfarasy Seu mecanismo de
acdo consiste em inibir a enzima dihidropteroattase de microrganismos sensiveis
como o Mycobacteriumleprag agente patolégico da hanseniase. Ela apreseiata al
permeabilidade nas membranas biologicas e baixdbiidade em agua, o que acarreta
em baixa biodisponibilidade. As microemulsdes, fasrfarmacéuticas obtidas a partir de
solugbes micelares, possuem vantagens como altacidage de solubilizacao,
estabilidade termodindmica e otimizacdo da absoecéda permeacdo dos farmacos. A
fim de melhorar os parametros de biodisponibilidddedapsona e, consequentemente,
reduzir os seus efeitos adversos, propods-se nadtallio a veiculagdo da dapsona em
sistemas microemulsionados. Foram preparadas mmateées com diferentes
combinagfes de tensoativos, contendo isobutang@rapilenoglicol como cossolvente.
As proporcdes dos componentes foram definidasta gas diagramas pseudoternério de
fases. As concentracdes de 2,0% e 2,5% p/p de mapsalubilizadas na fase oleosa e na
formulacdo pronta, foram caracterizadas quantoaamamho de goticulas, indice de
refracdo, condutividade e teor. A partir do estddaestabilidade, a formulacdo contendo
propilenoglicol, com 2,0% p/p de dapsona solubd&aa fase oleosa, foi escolhida por
apresentar os melhores par@metros. Os perfis deadiilo da microemulsdo de dapsona
em sucos gastrico e entérico simulados demonstraltantaxa de dissolugédo do farmaco,
principalmente quando comparados as solucdes pperdido do pé de dapsona. Esta
formulacdo apresentou correlacdo com modelo ddicande liberacdo de Higuchi. Foi
ainda realizado o ensaio de permeacéo da dapsocalelas Caco-2 para a previsao da

sua absorcéo.
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ABSTRACT

Monteiro, Lidiane Mota.Preparo e avaliagcdo de sistemas microemulsionados
biologicamente ativos de dapsond&io de Janeiro, 2011. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmaciaetdiade Federal do Rio de
Janeiro, 2011.

Dapsone is a drug of the class of sulfones. Itghameism of action is the
inhibition of the enzyme dihydropteroate synthade sensitive microrganisms as
Mycobacterium lepraethe causative agent of leprosy. It has high paintigy in
biological membranes and low solubility in watehigh results in low bioavailability.
Microemulsions, pharmaceutical forms obtained fraroellar solutions, have advantages
such as high solubilization, thermodynamic stahiind improvement of absorption and
permeation of drugs. To improve the bioavailabipgrameters of dapsone and therefore
reduce its adverse effects, it was proposed in ttisdy the formulation of
microemulsions systems with dapsone. The microaondsvere prepared with different
combinations of surfactants containing propylenegilyr isobutanol as cossolvent. The
proportions of components were defined from thesphdiagrams. Concentrations of
2.0% and 2.5% wi/w of dapsone, dissolved in oil phasd the ready formulation, were
characterized according to droplet size, refracingex, conductivity and percentage of
drug. From the study of stability, the formulatiamth propylene glycol, 2,0% w/w of
dapsone dissolved in the ready formulation, wassehofor exhibiting the best
parameters. The release profiles of dapsone miarsgns in simulated gastric and
enteric fluid showed high dissolution rate of threg] especially when compared to the
solution by dispersing the powder of dapsone. Féatrmn Il was correlated with
Higuchi's model of release kinetics. It was done tlapsone permeation study through

Caco-2 cells to preview its absorption.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dapsona

A dapsona (4,4-sulfonilbisbenzamina) é o farmacd®r utilidade clinica da classe
das sulfonas (figura 1). Seu mecanismo de aca@réicd ao mecanismo dos farmacos da
classe sulfonamida, ou seja, inibe competitivamentenzima bacteriana dihidropteroato
sintase (DHPS) e, consequentemente, inibe a sitdedeido folico de organismos suscetiveis
(HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007; WOZEL, 2010).

H,N S NH,

Figura 1: Férmula estrutural da dapsona.

A dapsona possui acao bacteriostatica, mas naerluatd, para o agente patologico
da hanseniasklycobacterium lepradSAGO & HALL Ill, 2002). Os farmacos das classes
sulfona e sulfonamida competem pelo acido para-@meinzoico (PABA) (HARDMAN,
LIMBIRD & GILMAN, 2007). A partir de estudos de cqraracdo realizados entre a dapsona
e os farmacos da classe sulfonamida observou-seagesar das semelhancas, somente a

dapsona possui atividade contriloleprae(SCIORet al, 1997).

O peso molecular da dapsona é igual a 248,30 gissia substancia apresenta-se
como um po cristalino branco ou levemente amarelatn odor caracteristico, e
fotossensivel. Dissolve-se em etanol, metanolpaee¢ acido cloridrico, mas € praticamente
insolivel em agua (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; @hvlerck Index, 2001)Seu
processo de absorcdo por administracdo @rdipido e quase completo, cerca de 80 a 90%
(SAGO & HALL lil, 2002). O tempo de meia-vida apimado do farmaco é de 20 a 30 horas
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e pode permanecer por maior periodo nos rins, digadle e masculos. Cerca de 70% da
dapsona circulante liga-se as proteinas plasmatitARDMAN, LIMBIRD & GILMAN,
2007).

A dapsona encontra-se disponivel no mercado padministracao oral e topica. Para
a hanseniase, em geral, recomenda-se iniciar ameato oral com doses menores, com
aumento gradativo no decorrer de um a dois medeés,aaquantidade recomendada
(HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007). A posologia haliual do farmaco para adultos é
de 50 a 100 mg ao dia, e para crian¢cas a dose f@vajustada de acordo com 0 peso

corporal, normalmente de 1 a 2 mg/kg por dia (KANEE 2005).

Até 1980, a dapsona era o Unico farmaco de esgpaltzao tratamento da hanseniase.
A partir de 1981, no entanto, a Organizacdo MundéaBaude (OMS) estabeleceu um novo
esquema terapéutico para o0 tratamento dessa dogmuia, comegaram a surgir
microrganismos resistentes ao farmaco. Como atteapaa OMS recomendou o uso da
associagdo da dapsona a rifampicina e a clofazjnaimdbbos farmacos antimicrobianos. A
introduc&o da poliquimioterapia como esquema dartranto ajudou a controlar a resisténcia
priméria e a secundaria, comum quando um dessesdas € administrado isoladamente
(HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007).

Embora a recomendacdo do uso da poliquimioteragmaat ocorrido somente na
década de 80, sabe-se que a existéncia de cepllyabdacterium lepragesistentes a
dapsona é reportada desde 1964 (PETTIT & REES, ;1MBX¥EDA et al., 2001). O
aparecimento da resisténcia € verificado, normaeeem pacientes multibacilares que

receberam doses muito baixas do farmaco, por tegmgongado (KATZUNG, 2005).

O mecanismo de resisténcia desenvolvido peldepraea dapsona esta associado a
DHPS, da mesma maneira que ocorre com outros mamEmMos resistentes a classe
sulfonamida (WILLIAMSet al, 2000). Tal resisténcia deve-se a ocorréncia ds thutacoes
no genefolP, o qual codifica essa enzima (KAt al., 1999). Essas muta¢cdes ocorrem nos
coédons 53 (ACC) e 55 (CCC) do gene, que codificare@ina e a prolina, respectivamente.

Como consequéncia, ocorre modificagdo na conformdgédimensional da arginina-54,
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reduzindo, desta forma, a capacidade de ligac@nziaa com a dapsona (KAt al, 1999;
MATSUOKA et al.,2010; MATSUOKA, 2010).

Matsuoka e colaboradores (2007) estudaram a maenita resisténcia dd. lepraea
dapsona em trés paises do sudeste asiatico, @prelaléncia da doenca. Das 252 bactérias
isoladas de novos casos da doenca, apenas 3%rdaraseresisténcia primaria ao farmaco.
Em 53 amostras obtidas de pacientes com recidivdhateseniase, 15% apresentaram
resisténcia secundaria a dapsona, o que indicaaltmfrequéncia. Esse alto indice pode ser

justificado pelo pequeno numero de amostras.

Avaliou-se a incidéncia, no México, da resistémmd. lepraea dapsona utilizando a
mesma metodologia empregada para os paises dot&udaatico. Nao foi desenvolvida
resisténcia a dapsona, diferente do encontradorif@ngpicina e ofloxacino, que atingiu 5,3 e
2,6% dos pacientes, respectivamente. A ndo incidéde microrganismos resistentes a
dapsona, no México, foi relatada mesmo com a atiéip do farmaco como monoterapia por
mais de 30 anos (MATSUOKA#t al.,2010).

O Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SQ&ysdica os farmacos de acordo
com suas caracteristicas de permeabilidade nas raeasb bioldgicas e de solubilidade
aquosa, pois estes sao os dois fatores mais liestgara a absorcao (quadro 1) (AMINDON
et al, 1995; STORPIRTI®t al, 2009).

Classe Solubilidade relacionada a dose Permeabilida intestinal
I Alta Alta
Il Baixa Alta
1] Alta Baixa
v Baixa Baixa

Quadro 1: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutiados farmacos (Adaptado de STORPIRTISt al,

2009).
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O farmaco é considerado altamente solUvel quarsimanaior dose se solubiliza em
até 250 mL de agua, na faixa de pH entre 1,0 ea73%°C. Por outro lado, caso a solubilidade
do farmaco seja menor que 100 pg/mL, ou a quardidadagua necessaria para solubilizar o
farmaco seja maior que 250 mL, o farmaco sera dermilo pobremente sollavel
(O’'DRISCOLL & GRIFFIN, 2008).

Em relacdo a permeabilidade nas membranas biofgacdarmaco é considerado
altamente permeavel quando apresentar mais de 80&8bsbrcdo de sua dose administrada
(TALEGAONKAR et al, 2008).

De acordo com Lindenberg e colaboradores (2004Jamsona pertence a classe
biofarmacéutica Il, pois apresenta alta permeasikdnas membranas biolégicas e baixa
solubilidade em agua, a qual prejudica a sua lpodibilidade (LINDENBERG, KOPP &
DRESSMAN, 2004).

Uma molécula é considerada lipofilica quando smficiente de particdo em octano-
agua (logP) é maior que zero. Como o logP da dap&0di97, ela é considerada lipofilica, e

por isso apresenta problemas de solubilidade ea @ANICKER, 2006).

Outra limitacdo da dapsona esta relacionada agnsemto de efeitos adversos que
ocorrem devido aos metabdlitos gerados, sendo addxil-dapsona o principal deles
(COLEMAN, 1995; WOZEL, 2010). A N-hidroxilacdo d@arfaco ocorre pela acdo do
complexo enzimatico do citocromo P-450, incluind® enzimas CYP2E1l, CYP2C9 e
CYP3A4 (SAGO & HALL lil, 2002; WOZEL, 2010).

Os efeitos adversos mais comuns relacionados sodapsdo anemia hemolitica e
metemoglobinemia. Outros efeitos, no entanto, pod@&wrrer como anorexia, nauseas,
vomitos, agranulocitose, dermatite alérgica, neatiapperiférica, entre outros (PANIKER &
LEVINE, 2001; SAGO & HALL lll, 2002; HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007). As
reac0es adversas sdo ampliadas quando o farmacalménisirado aos pacientes
imunossuprimidos ou de idade avancada (AGRAWAL &AGVALLA, 2005).
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A dapsona € contra-indicada para o0s pacientespqasuem: alergia as sulfonas,
anemia grave, deficiéncia da enzima glicose-6-fosfasidrogenase, doenca pulmonar,

doenca cardiaca, e pacientes com insuficiéncid oenaepatica (WOZEL, 2010).

A dapsona possui um mecanismo de acdo dual: amibeno e
antiinflamatério/imunomodulatério, por isso é muitillizada para tratar e prevenir infeccdes
causadas por patdogenos ou doencas inflamatoriasicasd especialmente na érea da
dermatologia (HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007).

Além de ser indicada para o tratamento da hansgrdatapsona € considerada eficaz
no tratamento de processos mediados por neutréfittencas auto-imunes (WOZEL, 2010).
Essa substancia apresenta utilidade clinica nantexito de patologias como sarcoma de
Kaposi, malaria, artrite reumatéide, tuberculosempnmar, asma e doencas dermatoldgicas,
incluindo a dermatite herpetiforme e a acne, ppalohente a acne severa refrataria a
isotretinoina (INGRAM, GRINDLAY & WILLIAMS, 2009; IEBEAU et al.,2009; BETTOLI
et al.,2010).

Como uso profilatico, a dapsona pode ser admidistsmzinha ou em combinacao na
pneumonia (causada pBneumocystis cariniou Pneumocystis jirovecg na toxoplasmose
(causada poiToxoplasma gondiide pacientes infectados por virus da imunodefcee
humana (VIH) (AGRAWAL & AGARWALLA, 2005; WOZEL, 20Q; LIMPER, et al.,
2011).

1.2 Doencas tropicais negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sédo dmemgfecciosas que apresentam
impacto, principalmente, na populacdo mais pobseDAN, como o proprio nome ja diz, séo
predominantes de paises situados proximo a liniegdador, caracterizados como lugares de
temperatura elevada e onde, na maioria das veapsgrmira-se a pobreza (FEAXY al,
2009).
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Todos o0s paises de baixa renda sdo afetados por mpehos cinco DTN
simultaneamente. Muitas dessas infec¢cfes sao iata@ falta de acesso a agua potavel, de
saneamento, e de condi¢cbes adequadas de moradiao e situacdo econdémica desses
paises, tais doengas sdo menos estudadas e peaguzais ndo provocam o interesse das
industrias e dos laboratoérios de paises mais debketes (FEASYet al, 2009).

As DTN apresentam impactos clinicos, sociais egoandémicos relevantes ja que
muitas dessas doencas causam morbidade e moreaéidtre as populacdes mais pobres. Elas
sdo um grupo de treze infec¢Bes parasitérias ermws (tabela 1)FEASY et al, 2009
POKHREL, REIDPATH & ALLOTEY, 2011).
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Tabela 1: Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN)seus respectivos agentes patoldgicos
(Adaptada de FEASYet al, 2009).

DOENCAS TROPICAIS
NEGLIGENCIADAS

AGENTE PATOLOGICO

Ascaridiase A. lumbricoides
Dracunculose D. medinensis
Ancilostomose A. duodemale; N. Americanus

Filariose linfatica W. bancrofit; B. malayi; B. Timori
Oncocercose O. volvulus
Esquistossomose S. mansoni; S. haematobium; S. japonicum; S. iatetem; S. mekongi
Tricuriase T. trichiura
Doenca de Chagas T. cruzi
Tripanossomiase africana T. brucei
Leishmaniose Mais de 20 espécied dsshmania
Ulcera de Buruli M. ulcerans
Hanseniase M. leprae
Tracoma C. trachomatis

1.3Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa-cronica Gayseld parasita intracelular
obrigatorio Mycobacterium leprae,0 qual possui tropismo pela pele e pelos nervos
periféricos, mas pode afetar também olhos, nariztesticulos (JACOBSON &
KRAHENBUHL, 1999). Esse microrganismo acumula-sagpalmente nas extremidades do
corpo, mais especificamente dentro de macrofagoso® alvo primario dessa bactéria séo

as células d&chwannjocalizadas no Sistema Nervoso Central (SNC), ipodeorrer a perda
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da producdo de mielina e a destruicdo de célulatiages pela resposta imunolégica do
hospedeiro (COLE, EIGIMEIER & PARKHILL, 2001).

A hanseniase apresenta sinais e sintomas dermats0@ neurologicos, como
deficiéncias sensoriais e incapacidades neurommfticura 2) (MINISTERIO DA SAUDE,
2002; DE FREITAS, 2007). As deformidades causadels mloenca podem acarretar
dificuldades no trabalho e na vida social, alénpidlemas psicolégicos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).

7
.

Jor!

ot

Figura 2: Pacientes com lesGes dermatoldgicas praamas pelo bacildlycobacterium leprae
(Adaptada de ILEP, 2001).

De acordo com a OMS, os pacientes com hanseniaseclagsificados em
paucibacilares e multibacilares, dependendo daacdogbacilo (ALVESet al, 2010). Os
pacientes paucibacilares apresentam até cincoslesfmanchas visiveis na pele - que podem
se apresentar hipopigmentadas ou avermelhadasséaaa de bacilo no local. A hanseniase
paucibacilar caracteriza-se como uma forma menaegrda doenca. Os pacientes
multibacilares possuem seis ou mais lesdes nag@iesentam baciloscopia positiva no local
da lesdo e acumulo de alto numero de bacilos nogosieafetados (JACOBSON &
KRAHENBUHL, 1999; RODRIGUES, MAEDA & MOREIRA, 2009) O risco de
comprometimento dos nervos e da mucosa nasal & emipacientes multibacilares (FEASY
et al, 2010; ALVESet al, 2010).

Embora o modo exato de transmissdo ainda seja mestdo, a maioria dos

pesquisadores acredita que a principal forma de¢agmn da hanseniase seja através da
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liberacdo do microrganismo pelo trato respiratai® pacientes infectados ndo tratados.
Ocasionalmente, o contagio pode ocorrer pelo comtamn a pele lesionada (JACOBSON &
KRAHENBUHL, 1999; WHO, 2009; ALVES:t al, 2010). Os pacientes multibacilares séo,

normalmente, mais infecciosos (DE€tXal, 2006).

A hanseniase € facilmente diagnosticada, e a baojjta € 0 exame complementar
mais Gtil para o diagnostico da doenca (MINISTERD® SAUDE, 2002). A cura € 0
tratamento dependem do tempo de infeccdo do paci@uando a doenca € descoberta logo
no inicio, as chances de cura sdo maiores (MINISDEBA SAUDE, 2001). Por isso, é
importante diagnosticar os individuos infectadosais cedo possivel, pois assim o contagio €
reduzido e as complica¢cdes neuroldgicas séo lisstaQuando diagnosticada e tratada
tardiamente, a hanseniase pode trazer sérias c@meg@s para 0s pacientes devido as
incapacidades fisicas e as deformidades geraddsH@EIGIMEIER & PARKHILL, 2001).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz para a héas®eé bastante comlexo. Sabe-
se, entretanto, que a vacinacdo com BCG, normadmetiizada para a prevencédo da
tuberculose, € conhecida por apresentar efeiteefmrotontra a hanseniase. Estudos com
grupos distintos de pacientes que administraramae@n& BCG, isoladamente ou em

associacdo, mostraram efeito protetor de 28 a @AXES et al, 2010).

Em 1991, a OMS estabeleceu um acordo, a ser abbargga um prazo de 10 anos,
para a eliminacdo mundial da hanseniase (PENNA BN, 2007). Até o ano de 2005, esse
objetivo foi alcancado pela maioria dos paises, eswoecdo de nove, dentre eles o Brasil
(WHO, 2009).

Atualmente, a maior prevaléncia da hanseniase gaes® no Sudeste Asiatico, e em
regibes da Africa e das Américas (figura 3) (WH®Q®). Para que a erradicacdo da
hanseniase se torne uma realidade, os paises teoimcadéncia de doenca devem intensificar

suas pesquisas, a fim de obterem o controle egnomshente, a eliminacao.
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TAXAS DE PREVALENCIA DA HANSENIASE — Dados notificados no inicio de Janeiro de 2009

6606
0’000 o

Taxa de prevaléncia — por 10.000 habitantes
El 2 ou mais
" B 1,0-2,0
3 Menos que 1,0
0 (casos ndo notificados)
Dados néo avaliados

Figura 3: Taxas da prevaléncia mundial da hanseniag(por 10.000 habitantes) no inicio de 2009
(Adaptada de WHO, 2009).

No inicio de 2009, o registro da prevaléncia munda hanseniase foi de 213.036
casos, sendo 41.817 no Brasil. O Brasil ocupougargta posicdo em numero absoluto de
casos da doenca manking mundial, atrds somente da india, com 86.331 c&ogimero de
novos casos da doenca registrados durante o a@00@efoi de 249.007, sendo 38.914 no
Brasil (tabela 2) (WHO, 2009).



35

Tabela 2: Prevaléncia mundial da hanseniase no imdcde 2009, e niimero de novos casos
detectados em 2008 (Adaptada de WHO, 2009).

5 PREVALENCIA NOVOS CASOS
REGIAO
REGISTRADA DETECTADOS
Africa 30.557 29.814
América 47.069 41.891
Sudeste Asiatico 120.689 167.505

Mediterraneo Oriental 4.967 3.938
Pacifico Ocidental 9.754 5.859

De acordo com a tabela 3, observa-se a evolucatestzoberta de novos casos em
cada regido, de 2002 a 2008. De maneira gerakseog@e houve declinio na taxa de deteccéo
de novos casos, e 0s numeros totais passaram d&3828m 2002, para 249.007, em 2008
(WHO, 20009).

Tabela 3: Evolucéo da deteccéo de novos casos deseniase de 2002 a 2008 (Adaptada de WHO,
20009).

NUMERO DE NOVOS CASOS DETECTADOS

REGIAO
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Africa 48.248 47.006 46.918 45.179  34.480 34.468 29.814
América 39.939 52435 52662 41952  47.612 42.135 41.891

Sudeste Asiatico 520.632 405.147 298.603 201.635 174.118 171.576 .5067

Mediterraneo Oriental 4.665 3.940 3.392 3.133 3.261 4.091 3.938

Pacifico Ocidental 7.154 6.190 6.216 7.137 6.190 5.863 5.859
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1.4 Nanotecnologia

Muitos dos novos farmacos descobertos sdo ligeiméansollUveis ou praticamente
insollveis em agua, o que compromete a biodispatade deles apos a administracdo oral
(CERDEIRA, MAZZOTTI & GANDER, 2010). Uma parte sificativa desses farmacos,
40% deles, ndo apresenta pleno desenvolvimentaaevisua limitada e variavel absorcéo
(GARDNER, WALSH & ALMARSSON, 2004; CERDEIRA, MAZZOT & GANDER,
2010).

Tanto a absorcdo quanto a biodisponibilidade désndcos de classificagdo
biofarmacéutica Il administrados por via oral n@ sdequadas (MULLER, JACOBS &
KAYSER, 2001). Esses conceitos se diferenciam, p@bsorcdo é a etapa de permeacgédo do
farmaco na mucosa do trato gastrointestinal (T@BRs que ainda ndo esta disponivel na
circulacao sistémica; ja a biodisponibilidade reprga a quantidade do farmaco que alcanca a
circulacéo sistémica (LOBENBERG & AMIDON, 2000).

O aumento da biodisponibilidade de farmacos pobréensollveis pode ser alcancado
por meio de recursos farmacotécnicos, capazesodeoper a dissolucédo do farmaco no meio
gastrointestinal. A aplicagdo da tecnologia farm#icé no desenvolvimento de novas
formulacdes permite o aumento da eficiéncia de daos ja utilizados na terapéutica e a

reintroducdo daqueles que j& haviam sido desca{@IORPIRTISt al, 2009).

Dessa forma, as industrias farmacéuticas podeormmefar seus produtos, o que
implica novidades no mercado, de maneira mais ecmadque o desenvolvimento de novos
farmacos. A micronizacdo e o emprego de formulag@e®estruturadas sdo exemplos de

aplicacao da tecnologia farmacéutica (STORPIREI&L., 2009).

A micronizacdo € uma alternativa bastante comura pamentar adequadamente a
taxa de dissolucdo do farmaco e a absorcdo no gadtrointestinal, além de produzir
particulas abaixo de 10 um. Quando a solubilidaddnaco € muito baixa (por exemplo, 1
mg/mL) essa tecnologia € insuficiente (MULLER, JAE® & KAYSER, 2001;
STORPIRTISet al, 2009).
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A nanotecnologia também pode ser empregada parelteoria da solubilidade e da
taxa de dissolugcdo do farmaco. A base dessa tegaotonsiste na utilizacdo de sistemas
nanoestruturados os quais apresentam limite denteongue variam da escala nanométrica a
micrométrica, sendo ambas importantes na aplicagdo medicina (PARK, 2007;
STORPIRTISet al, 2009).

Nos ultimos anos, a nanotecnologia sofreu avasigpsficativos em diferentes areas.
Depois de quase 30 anos de pesquisa basica edapl@caimero de produtos nanométricos
no mercado é cada vez maior (PIMENT@&Lal, 2007; STORPIRTI®t al, 2009; GlLet al,
2010).

A nanotecnologia é uma abordagem interdisciplinae gncontra aplicacbes em
diversas areas como eletrénica, meio ambienteg@neseguranca, robotica, tecnologia da
informacdo, saude, processamento de alimentos emtras. Seu emprego em materiais,
estruturas ou sistemas acarretam novas funcdesomigutades (fisicas, quimicas e/ou
bioldgicas), decorrentes da estrutura nanométRE&0, 2003; OCHEKPE, OLORUNFEMI
& NGWULUKA, 2009).

Os sistemas biolégicos possuem escala nanométntaser primeiro nivel de
organizacao. A largura de uma fita de DNA, por eglesnrmede aproximadamente 2,0 nm, e 0
tamanho de uma proteina pode variar de 1 a 20 igurgf4) (ROCO, 2003)0Ou seja, a
natureza apresenta evidéncias de sistemas narioexins e da sua capacidade de trabalhar a
niveis atbmicos e moleculares (OCHEKPE, OLORUNFEMNGWULUKA, 2009).



38

Bola de futebol
(aproximadamente 22cm)

. Carbono 60 (0,7 nm)
LS £
- o

im 10'm 10°m (=1cm 10°m = 1mm) 104 m =1pm) 107 m =100 nm 10°'m 10°m ¢=1nm 10™*m

. I T I } I

a
Pulga (1 mm) FlO de cabclo Globulos vermelhos Pamculas virais 4
(80 pm) (7 pm) (150 nm)

| | | | | | 1 | Nanotubo de carbono

) | | | | | | | I ( aproximadamente 1,4 nm)
100nm 90nm Bonm Tonm 60nm 50nm 40nm 30nm ZOnm IOnm 1nm
i
A

ey .
Particula de diéxido de B e lf"‘ l‘ h
platina/titinio
(aproximadamente 18 nm) Fltd de DNA

(aproximadamente 2 nm)

...“n

Cada letra do logotipo
(aproximadamente 5 nm)

Figura 4: Escala de comparacao de tamanhos desdenla 1 nm. A escala de comprimento da
parte superior varia de 1 m a 1°m e representa os tamanhos da bola de futebol, dalga, do fio de
cabelo, dos glébulos vermelhos e de particulas visaA escala inferior varia de 100 nma 1 nme
representa os tamanhos de particulas de didxido ¢atina/titanio, de letras do logotipo IBM, da fita de
DNA, do nanotubo de carbono e do carbono 60 (Adapada de The Royal Society & The Royal Academy
of Engineering, 2004).

O emprego da nanotecnologia no tratamento, pré&eeacdiagnéstico de doencas €
dividido em uma sub-area conhecida por nanomed{aet al, 2010). Um dos aspectos
importantes da nanomedicina é a liberacdo de fasnam sistemas nanoestruturados, uma
vez que a biodisponibilidade oral de farmacos puobree sollveis em agua € aumentada.
Esse aumento deve-se a mecanismos como endocitosapacidade dos nanosistemas em
permanecer por maior tempo na circulacdo sanguilieerando o farmaco de forma
sustentada e continua. (OCHEKPE, OLORUNFEMI & NGWIHKA, 2009). Devido ao
pequeno tamanho desses sistemas, eles penetrarsati@s capilares, sdo captados pelas
células e alcancam o local destinado (SAHOO & LABHEAWAR, 2003).

Além do aumento da biodisponibilidade os nanasiate apresentam vantagens ao
farmaco como liberacdo progressiva e controladd#epfio - 0 que garante maior estabilidade

a formulagéo - minimizacéo dos efeitos colateraifevido a redugédo da dose e dos picos
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plasmaticos de concentracdo maxima (MULLER, JAC@BKAYSER, 2001; PIMENTEL
et al, 2007).

Apesar do potencial da nanotecnologia, sua segararseus efeitos para o homem,
animais e meio ambiente ainda sdo motivos de ppagéw. Embora existam muitos estudos
em relacdo a seguranca dos sistemas nanoestrigueadda ndo ha resultados conclusivos
dos seus possiveis efeitos maléficos (OCHEKPE, QLIREMI & NGWULUKA, 2009).

1.5 Formulacgdes lipidicas

Os lipidios e os excipientes lipidicos sado capatesaumentar a absorcdo dos
farmacos, principalmente dos lipofilicos, admirddtys por via oral (POUTON, 2000). De
acordo com a literatura cientifica, refei¢cdes rieasgorduras podem inibir transportadores de
efluxo e, consequentemente, aumentar a absorcdarmecos que sado conhecidos como
substratos para esses transportadores. O desd#fo, estd em simular esse efeito de “estado

alimentado” através das formulacdes lipidicas (WBEBNET, 2005).

Um estudo realizado em cachorros no estado de jejastrou que a administracédo de
uma Unica capsula de lipidio de cadeia longa ézcdpaumentar a absor¢cédo de halofantrina,
em até 27%, apos administracdo PIDRTER, TREVASKIS & CHARMAN, 2007).

Existem trés mecanismos primarios pelos quaispddids e os excipientes lipidicos
afetam a absorcao e a biodisponibilidade de farmmadministrados oralmente (figura 5). O
aumento da solubilizacdo do farmaco no meio imtak® um desses mecanismos e ocorre
devido a alteragbes na composicdo e nas caraic&sisio ambiente coloidal, como a
formacgdo de micelas, vesiculas e micelas mistasarf@porte baseado nos enterdcitos e nos
processos metabdlicos também sdo capazes de raodghictencialmente, a absorcao do
farmaco. O terceiro mecanismo deve-se ao transpetinal linfatico, em vez da veia porta,

0 que reduz o metabolismo de primeira passagemadoato pelo figado (PORTER,
TREVASKIS & CHARMAN, 2007).
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Figura 5: Efeito dos lipidios e excipientes lipidias na absorcao de farmacos: (a) aumento da solub#icdo
do farmaco devido a formagéao de micelas, vesiculasnicelas mistas; (b) transporte baseado nos
enterdcitos; (c) transporte intestinal linfatico (Adaptada de PORTER, TREVASKIS & CHARMAN,
2007).

Além dos mecanismos explicados anteriormenteprasulacdes lipidicas também séo
capazes de influenciar a prevencao da precipitdgafarmaco no intestino, o aumento da
permeabilidade das membranas bioldgicas, a inilgddransportadores de efluxo, a reducéo
das enzimas do citocromo P4800 aumento da producdo de quilomicron (GURSOY &
BENITA, 2004; PORTER, TREVASKIS & CHARMAN, 2007; GNE, 2009).

As formulacdes lipidicas aumentam a solubilizagée farmacos no TGI devido a
alteracdo desse ambiente e a estimulacdo de poscéis®ldgicos. Essas modificacdes
causam aumento na secrecdo de derivados biliadégemos e formacao de coldides a partir
de interacbes com os sais biliares e com os fpéfiadis presentes neste local (PORTER,
TREVASKIS & CHARMAN, 2007; CUINE, 2009)No entanto, a quantidade de lipidios
capaz de induzir essas modificagBes fisiologicasdaai € desconhecida (PORTER,
TREVASKIS & CHARMAN, 2007).
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A anatomia e a fisiologia do sistema intestinaffdico possuem uma série de
vantagens no transporte de farmacos, comparadoocdransporte pela veia porta. Uma
dessas vantagens € nédo sofrer o metabolismo dei@ipassagem no figado, ja que esta &
uma limitacdo, pois reduz a biodisponibilidade désmacos administrados oralmente
(PORTER, TREVASKIS & CHARMAN, 2007).

Como os farmacos de classificacdo biofarmacédticau IV sdo substratos para
transportadores intestinais de efluxo, como a gtoteina P, eles sofrem reducdo da absorcao
intestinal (WU & BENET, 2005). De acordo com Wu &t (2005), os farmacos de classe

Il sdo mais seletivos para esses transportadores.

O potencial dos lipidios em inibir e/ou reduzir aividade de efluxo dos
transportadores tem despertado interesse nos padqes. Mesmo que diferentes estudos
tenham mostrado que os lipidios podem modularcamioteina P, poucos deles apresentam
resultados conclusivos de que o aumento da absaig&darmacoin vivo se deve a essa
modulacdo (PORTER, TREVASKIS & CHARMAN, 2007).

A veiculacdo de farmacos em formulacfes lipidicag @ncluem tensoativos e
cossolventes aumentou nos ultimos anos. As rasddsvem ao aumento da solubilidade dos
farmacos, que muitas vezes € baixa em determinguus de lipidios, e com a adicao de
tensoativos e cossolventes torna-se maior. Essaeparentes sdo capazes de modificar a
natureza dos fluidos gastrointestinais e, por issanentar a solubilizacdo (PORTER,
TREVASKIS & CHARMAN, 2007).

Microemulsbes e sistemas de liberagdo auto-enmalstes sdo exemplos de
formulacfes lipidicas (O'DRISCOLL & GRIFFIN, 2008pDs medicamentos Sandimmun
Neoral®, Norvir® e Fortavase® contendo os farmalgosfilicos ciclosporina, ritonavir e
saquinavir, respectivamente, sdo exemplos de fagbek lipidicas de sucesso comercial
(O’'DRISCOLL & GRIFFIN, 2008; HANet al, 2009).
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1.6 Formulacdes orais

Apesar das inovagdes realizadas na area de ssstrideracédo de farmacos, estima-
se que 90% dos medicamentos sejam administradasvigebral, que ainda hoje é a via de
administracdo preferida pelos pacientes. Essa maltetacdo se deve a sua conveniéncia e
descomplicacao, além do baixo custo associado (BASINYSHADHAM & FIX, 2000).

Embora possuam muitas vantagens, as formulacossame@sentam limitagdes, pois,
para atingir a concentracdo terapéutica adequadirnoaco deve apresentar adequada
permeabilidade intestinal e solubilidade aquosandoria das substancias, entretanto, nao
possui essas caracteristicas (BALIMANE, CHONG & MRIBON, 2000; O’'DRISCOLL &
GRIFFIN, 2008).

Dentre as formas farmacéuicas destinadas para oragdncluem-se as capsulas. A
maior conveniéncia no transporte e a facilidaddetguticdo sdo algumas de suas vantagens.
Do ponto de vista farmacéutico, as capsulas sadupidas em nivel industrial de maneira
eficiente (ALLEN, POPOVICH & ANSEL, 2007).

De acordo com o tipo de invélucro, as capsulas d#ggnadas duras ou moles.
Normalmente, ambos o0s tipos apresentam em suaita@@i a gelatina, que é uma
substéancia atoxica, derivada do colageno e quelskiliza facilmente nos fluidos biologicos
a temperatura ambiente (AULTON, 2005).

As formulacdes lipidicas, usualmente, sdo apradest ao paciente na forma de
capsulas gelatinosas moles. Elas, entretanto, tanfmélem ser apresentadas em capsulas

gelatinosas duras, capazes de veicular desde s&kdos até liquidos (AULTON, 2005).

1.7 Microemulsao

Na busca por novas formulagbes capazes de aumentambsorcdo e a
biodisponibilidade dos farmacos, como também redseils efeitos colaterais, a unido da

nanotecnologia a formulag@es lipidicas se tornexréssante. A utilizacdo das microemulsfes
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se insere nesse contexto, uma vez que une as gastdgs formulacdes lipidicas com as

vantagens dos sistemas nanoestruturados.

Nas ultimas décadas, as microemulsfes tém sidaample estudadas, devido ao seu
potencial de aplicagdo em diferentes areas (TALEGKOR et al, 2008). A utilizacédo
desses sistemas no desenvolvimento de formulagbesdéuticas € interessante, visto que
eles sdo capazes de veicular tanto farmacos lgmfiquanto hidrofilicos. As microemulsées
possuem diferentes vias de aplicacbes que varigaedes mais comuns como a nasal, oral,
ocular, tépica e intravenosa até as mais modermaso ca pulmonar, transdérmica,
intravaginal e intratecd KOGAN & GARTI, 2006; YUANet al, 2006; TALEGAONKARet
al., 2008).

Microemulsdes séo formas farmacéuticas homogémddisias a partir de solucdes
micelares. Sua popularidade deve-se as vantageresseafadas: alta capacidade de
solubilizacéo, estabilidade termodinamica em anfgibea de pH e meio i6nico, dimensdes
nanomeétricas, protecdo aos farmacos contra enziraasparéncia oOtica, baixa viscosidade e
formacéo espontanea pela simples mistura de véoioponentes (YUAMt al, 2006; JAIN,
FERNANDES & PATRAVALE, 2010; DIXIT & NAGARSENKER, @10).

As pequenas goticulas da microemulsédo fornecemomatteréncia as membranas no
transporte dos farmacos e, consequentemente, atimé&zabsorcdo intestinal e a permeacao
dos farmacos (TALEGAONKARet al, 2008). Como consequéncia da melhoria dos
parametros de absorcdo e permeabilidade, os efedlagerais e a dose utilizada séo
reduzidos. Outra vantagem das goticulas pequen@angportar moléculas bioativas de
maneira controlada (KOGAN & GARTI, 2006). Os farmmadncorporados em microemulsao
apresentam a biodisponibilidade e o perfil de cotragdo plasmatica reprodutiveis, o que é
clinicamente importante no caso de farmacos quesugos efeitos adversos severos.
(TALEGAONKAR et al, 2008).

As microemulsfes sdo constituidas de 6leo, agnsoativos e cossolvente. Uma vez
definidos os componentes apropriados para seurpregmmstroi-se o diagrama de fases, a fim

de definir a extensao e a natureza das regidesiaeamulsdo. O diagrama de fases é uma
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ferramenta importante, pois caracteriza em queicdes as microemulsdes existem e quais
sao as proporgdes dos componentes utilizados parmacao delas. Ele pode ser classificado
em ternario, quaternario e pseudoternario e diféaebps de acordo com 0s componentes
utilizados e a quantidade destes (RO&3il, 2007).

A construcdo do diagrama de fases é util para astucha série de fenémenos que
podem ocorrer quando diferentes componentes sdoradss. No diagrama, outras estruturas
associadas, aléem das microemulsdes, podem ser dasmancluindo micelas, lamelas e
micelas reversas (figura 6). A formacdo dessasitasais depende da composi¢do quimica e
da concentracdo de cada componente (TALEGAONKARL, 2008).
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Figura 6: Representacao esquematica de um diagranpseudoternario de fases. Nesse diagrama observa-
se a formagédo de micelas, lamelas, micelas reversagoticulas de microemulsdo O/A ou A/O. Cada véck
do sistema representa um componente da formulaca®. simbolo @ significa angulo de fase (Adaptada de
LAWRENCE & REES, 2000).

Estruturalmente, os sistemas microemulsionadasitilcam-se em trés tipos basicos:
6leo em agua (O/A), sendo a agua a fase dispersanta em 6leo (A/O), sendo o 6leo a fase
dispersante, e estruturas bicontinuas. Tanto a®emulsdées A/O quanto O/A provocam o
aumento da biodisponibilidade dos farmacos (RG2S, 2007; TALEGAONKARZet al,
2008).



45

Dos diversos farmacos veiculados em microemuls@estaca-se a formulacédo de
moléculas muito lipofilicas, como a ciclosporina. ¥eiculacdo desse farmaco em
microemulsdo promoveu maior estabilidade e absorgdo principalmente, maior
reprodutibilidade desses parametros comparadosaadispersdo oleosa convencional. A
utilizacdo dos sistemas micromeulsionados parad@os) de caracteristicas fisico-quimicas

similares a ciclosporina é bastante interessant¢HMLER et al, 1994).

A aplicacdo das microemulsdes como sistemas deadiie tem sido estudada para
alguns farmacos, como por exemplo, o felodipindi-faipertensivo), o tipranavir (anti-VIH)
e o aciclovir (antiviral), além dos suplementosrigignais como as vitaminas A, D, E e K
(TALEGAONKAR et al, 2008).

Pode-se, portanto, melhorar os parametros da wdapsacorporando-a em
microemulsGes, como uma alternativa ao tratameatbamseniase disponivel atualmente, ja
gue os sistemas microemulsionados possibilitam  aelhoria da  absorcdo, da
biodisponibilidade e da estabilidade do farmacoa eeducdo dos efeitos adversos, em

decorréncia da possivel diminuicdo da dose farrog@amente ativa.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal desse trabalho consiste noeneslvimento de sistemas
microemulsionados capazes de veicular a dapsonapdtlera ter aplicacdo terapéutica em
outras patologias, além da Hanseniase, como temeato de doencas dermatologicas e
auto-imunes, ou na profilaxia da pneumonia e dag@smose de pacientes infectados pelo
VIH.

Como objetivos especificos do trabalho, considesaras seguintes aspectos:

* Preparar as microemulsdes de dapsona e caradesjzgisanto a distribuicdo do tamanho

de goticulas, o indice de refracdo, a condutividadéscosidade, o teor e a estabilidade;

= Avaliar o perfil de liberacdo do farmaco a partyr sia forma farmacéutica, utilizando
como meios de dissolu¢do o suco géastrico simula@@uséncia e pesenca de tensoativo,

€ 0 suco entérico simulado;

= Avaliar o perfil de permeabilidade intestinal dornfi@co a partir de sua forma

farmacéutica, utilizando cultura de células Caco-2.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material
3.1.1 Equipamentos
* Analisador de tamanho de goticula - Horiba LB 550
* Balanca analitica - Mettler Toledo AG 204
* Banho de ultrassom - Unique
+ Camara climatica - Nova Etica 420/LCD 150
* Capela/ Fluxo - Pachane
» Centrifuga - Sigma 6-15
e Condutivimetro - Quimis
e Coluna C8 (5um) - 4,6 x 150 mnKromasil
» Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) #t&lLabchrom
e Destilador - Quimis
+ Dissolutor - Nova Etica 299
« Espectrofotometro de infravermelho com transforndal&ourier - Perkin Elmer
» Espectrofotdmetro de absorcéo no ultravioletaivelUV-Vis) - Bioespectro
» Estufa - Themo Cientific
« Frascos de 75 ¢m TPP

* Filtros - Transwell Corning



e Membrana filtrante 0,4hm - Millipore

* Micropipeta automatica - Eppendorf

» Placa aquecedora com agitacao - Corning PC 230
e Placa com filtros de membrana 0,3 um/6,5 mm - Twalt<orning
* Ponto de fuséo - Buchi 540

e Potencidometro - Quimis

* Processador ultrassonico - UPH 100 H

e Refratdmetro de Abbe - Analikjena

* Seringas descartaveis

* Software Chemix®

» Software Prisma 5.0®

* Vidraria - Pyrex

» Viscosimetro - Brookfield

* Voltimetro - Milli Cell / Millipore

3.1.2 Matérias-primas e reagentes
+ Acido Cloridrico 37% P.A.- Tedia
« Agua destilada
* Brometo de potassio P.A. - Vetec

» Céapsulas gelatinosas duras n° 00 - LaboratériasrPf
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Cloreto de sodio P.A. - Spectrum

Cloreto de Potéssio P.A. - Spectrum
Dapsona - G. Amphaylab

Dapsona grau farmacéutico - USP

Etanol P.A. - Vetec

Fluorsceina saddica - LGC

Fosfato de potassio monobasico P.A. - Vetec
Fosfato de sodio dihidratado P.A. - Vetec
Hidroxido de Sédio P.A. - Vetec

Isobutanol P.A. - Tedia

Laurilsulfato de Sédio P.A. - Vetec

Meio DMEM - Sigma

Metanol grau CLAE - Tedia

Miristato de Isopropila P.A. - Vetec

Penicilina - Estreptomicina - LGC
Propilenoglicol P.A. — VetecSoro fetal bovino - CG
Span® 80 - Sigma Aldrich

Span® 20 - Sigma Aldrich

Tween® 80 - Sigma Aldrich

Tween® 40 - Sigma Aldrich

49
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3.2 METODOS

3.2.1 Caracterizacdo do farmaco

3.2.1.1 Faixa de fusao

A faixa de fusdo de um composto corresponde aovialb entre a temperatura inicial,
determinada quando a amostra comeca a se furalitemperatura final, quando ela se torna
completamente liquida (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988

A determinacdo da faixa de fusdo da dapsona &izesla pelo método do capilar,
descrito pela Farmacopéia Brasileifs amostras, feitas em triplicata, foram inseridas

capilares de vidro e, entéo, levadas ao equipamento

3.2.1.2 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho (IV) € um métodportante para a caracterizagao
dos compostos organicos, pois permite identifiaiseus principais grupos funcionais. As
intensidades das bandas do espectro podem sessapitanto em Transmitancia (T) quanto
em Absorbancia (A), enquanto que o nimero de oédasresso em ¢cM(SILVERSTEIN,
WEBSTER & KIEMLE, 2007).

A analise da dapsona pela espectroscopia no erfreelho por transformada de
Fourier (IV-TF) foi realizada a partir do prepare pastilhas do farmaco com brometo de
potassio (KBr), sendo a varredura do espectro égitae 400 a 4.000 chcom resolucéo de 4
cm®. As amostras foram feitas em triplicata. As bandhservadas no espectro foram

caracterizadas de acordo com seus grupos funcionais
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3.2.2 Preparo das formulacdes

3.2.2.1 Selecéao dos componentes

Os componentes utilizados nas formulagbes propdstam selecionados de acordo
com a literatura cientifica, por razdes de ja testio aplicados em outras microemulsdes
destinadas a incorporacdo de farmacos (LAWRENCE BER 2000; REGE, KAO &
POLLI, 2002; NANDI, BARI & JOSHI, 2003; YUANet al, 2006; PADULA, NICOLI &
ZANTI, 2009; BADAWI et al., 2009). O Miristato de Isopropila foi utilizado confase
oleosa, e o Isobutanol e o Propilenoglicol comsobhentes. Os tensoativos Monooleato de
polioxietileno sorbitano (Tween® 80), Monopalmitatte polioxietiieno de sorbitano
(Tween® 40), Monooleato de sorbitano (Span® 80)andlaurato de sorbitano (Span® 20)

foram empregados como tensoativos das formulagdes.

3.2.2.2 Obtencéo das formulagbes

As microemulsbes foram obtidas de forma empirioa, seja, propuseram-se
modificagdes nas combinacdes de tensoativos - Tev&8n Tween® 40, Span® 80 e Span®
20 - assim como nos cossolventes - Isobutanol gilBnoglicol - a partir da formulacéo de
referéncia descrita por Nandi e colaboradores (R@3/iristato de Isopropila e a 4gua foram

utilizados em todas as formulaces e sempre namasgsroporcoes.

As formulagbes foram preparadas de acordo com iNadlaboradores (2003). Os
tensoativos foram misturados separadamente, stdzagimagnética. Em seguida, o 6leo e o

cossolvente foram adicionados a essa mistura €jlfimio, adicionou-se a agua.

As microemulsfes foram classificadas de A a He{tal). De maneira geral, as
propor¢gdes dos componentes foram mantidas, cong@&@xckas formulagcdes D e E, que foram
alteradas em relacdo a proporcdo de tensoativo2),866 p/p (1:1) para 18,55% e 22,55%
p/p (0,90:1,10). A formulacao classificada comoofd formulagc&o-base, retirada de Nandi e

colaboradores (2003). Ela foi repetida com o pridpdde avaliar o efeito da agitacdo com
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ultrassom nesta formulacdo. As amplitudes de slbrasutilizadas foram 50 e 100%, por 15
minutos. Além disso, sua formulacdo que néo foistila ao ultrassom serviu de parametro

para 0s novos sistemas preparados.

Tabela 4: Formulagdes classificadas de A a H. T 80Tween 80®; T 40 = Tween 40®; S 20 = Span 20®; S
80 = Span 80®; IBT = Isobutanol; PPG = Propilenogtiol; MI = Miristato de Isopropila (p/p).

Formulaca ;

o T 80 T 40 S 20 S 80 IBT PPG MI AGUA

A 20,5% - 20,5% 4,5% - 36,3% 18,2%
B 20,5% - 20,5% 4,5% 36,3% 18,2%
C --- 20,5% 20,5% 4,5% 36,3% 18,2%
D 22,55% - 18,45% 4,5% - 36,3% 18,2%
E 18,45% m-n 22,55% 4,5% --- 36,3% 18,2%
F 20,5% - 20,5% - 4,5% 36,3% 18,2%
G 20,5% - 20,5% - 4,5% 36,3% 18,2%
H - 20,5% 20,5% - 4,5% 36,3% 18,2%

3.2.2.3 Construcédo dos diagramas de fases

Dentre as formulacdes propostas empiricamente, dmas de cada cossolvente, foi
escolhida. A construcdo dos diagramas de faseagl&ssnulacdes foi realizada, pois a partir
dele é possivel determinar as propor¢cfes exatasadi® componente da formulacdo para

obten¢éo da microemulséao desejada (NORND&L, 2009).

Neste trabalho, o diagrama de fases foi empregddn de avaliar a quantidade de
dgua a ser adicionada na formulacdo e, entdo, campa eficiéncia dos diferentes
componentes utilizados, em termos dessa incorppr@d@RNOOet al, 2009). O tipo de

diagrama utilizado no desenvolvimento das microsfrad de dapsona foi o pseudoternario
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de fases, classificado assim, pois ele possui @uaimponentes, além da agua, que se
agrupam de dois em dois. Um vértice do triangybmesenta a mistura de dois tensoativos, na
proporcao fixa de 1:1. O outro vértice represenfaragporcdo 8:1 de 6leo e cossolvente,
respectivamente e, por fim, o terceiro vértice espnta a agua (NANDI, BARI & JOSHI,
2003).

A construcdo do diagrama pseudoternério de fasesdlizada ao utilizar propor¢des
de fase oleosa e cossolver¢ ¢ de mistura de tensoativd®) (guais a 90:10, 80:20, 70:30,
60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80 e 10:90 (tabgld&B cada uma dessas propor¢des a agua
foi titulada e, por fim, as propor¢cdes foram regkdas. Considerou-se como a melhor aquela

capaz de incorporar maior quantidade de agua.

Tabela 5: Proporcdes utilizadas na construgdo dosafjramas pseudoternario de fases. A = proporcées de
fase oleosa e cossolvente (8:1); B = propor¢estelesoativos (1:1).

A 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%

B 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%

A primeira etapa do preparo das formulagbes foiduaila pela mistura dos
tensoativos, sob agitacdo magnética. Em seguidassolvente selecionado e o 6leo foram
incorporados a essa mistura, também sob agitac@tiind estdgio de desenvolvimento das
formulacdes foi avaliar a quantidade de agua adieronada no sistema contendo a mistura
de tensoativos, o 6leo e o cossolvente. A 4guttfitdda de 10 em 10L, com o auxilio de
uma micropipeta automatica. A quantidade maximagiea adicionada mantém o sistema
limpido e pouco viscoso, caracteristicas essendassmicroemulsées (ROS& al., 2007).
Esses experimentos foram realizados em triplicatoresiderou-se a média entre os trés

resultados.

A partir dos dados obtidos com o diagrama pseud@tier de fases, os graficos foram

construidos com o auxilio do software Chemix®.
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3.2.2.4 Incorporacéo da dapsona nas microemuldiietae

A solubilidade da dapsona nas formulagbes foi adlalide duas maneiras distintas,
tanto na formulacdo pronta, quanto na fase oleadarthulacéo, ou seja, antes da agua ser
adicionada. Neste caso, a adicéo foi feita de 505@npL. As concentracbes de dapsona
testadas foram 1,5%; 2,0%; 2,5%; 3,0%; 3,5% e 4%

Os estudos de solubilidade da dapsona foram rdakzaob agitacdo vigorosa ao
longo da noite. Durante as primeiras duas horandaio, a cada 30 minutos, as formulacdes

foram levadas ao banho de ultrassom por 20 minutos.

3.2.3 Caracterizacdo das formulagbes

3.2.3.1 Avaliacéo da distribuigcdo do tamanho décgta

A analise da distribuicdo do tamanho de goticuka fdamulacdes foi realizada por
espalhamento dindmico de luz, conhecido tambénegpmectroscopia de correlacédo de fétons.
Este método tem sido descrito como apropriado gat@rminar o tamanho de goticulas de
microemulsfes (MOULIK & PAUL, 1998). Essa técnicarnfece informacdes sobre o
movimento translacional das goticulas, o que perngtcular o seu tamanho (ABOOFAZELI,
BARLOW & LAWRENCE, 2000). A medida do coeficiente difusdo € usada para calcular
o raio hidrodinamico das goticulas, utilizando aag§io destokes-EinsteiflGODDEERISet
al., 2006).



55

kT
Ry = ——
61D

Figura 7: Equacéo deStokes Einsteinsendo R = raio hidrodindmico; k = constante de
Boltzmann; T = temperatura absoluta;x = 3,14;n = viscosidade da fase continua e D = coeficiente d
difusédo (Adaptada de GODDEERISet al, 2006).

As medidas, feitasm triplicata, foram realizadas a temperatura anieO indice de
refracdo (IR) da fase continua da formulacéo ftereinado, pois ele é utilizado no calculo
do coeficiente de difusdo, fundamental na detergdimado tamanho de goticulas
(ABOOFAZELI, BARLOW & LAWRENCE, 2000).

3.2.3.2 Medida do indice de refracédo

A determinacao do indice de refracdo das amostiag@rtante, pois através desse
parametro pode-se avaliar a estabilidade das nmerisées, uma vez que ela esta relacionada
a clareza otica desses sistemas. Além disso, etdiaama determinacdo do tipo de
microemulséo, A/O ou O/A (KAMILAet al, 2009).

O IR das amostras foi determinado pelo refratbmeleo Abbe. O aparelho foi
calibrado com &gua destilada, a 25°C, obtendo-salar de 1,325 (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988). As medidas do IR foram feitas émplicata, a temperatura ambiente.

As amostras foram comparadas ao indice de refda@mse oleosa e da 4gua.

3.2.3.3 Medida da condutividade elétrica

A condutividade elétrica € uma ferramenta muitdizaila na determinacédo de
dominios continuos aquosos ou oleosos da formulagfo também é empregada na
observacao de modificacbes estruturais das micrséesl(LAWRENCE & REES, 2000).
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A condutividade das formulacdes foi medida pelodcivimetro, sendo as medidas
feitas em triplicata. O condutivimetro foi previames calibrado por uma solucédo de cloreto de
sédio (NaCl) de concentracao igual a 5,0 mg/L, gpesenta a condutividade igual a 10,0

uS/cm.

Para determinar o tipo do sistema O/A ou A/O, iauvate, primeiramente, a
condutividade do solvente aquoso e do solventesolddm seguida, realizou-se a medida de
condutividade da amostra. Esses valores foram c@mps com os da agua e do 6leo. Quando
a condutividade da amostra é proxima da condutidd#a agua, a formulacdo € designada
OI/A, se for proxima a do Oleo, ela é caracterizzmtao A/O (LAWRENCE & REES, 2000;
AULTON, 2005).

3.2.3.4 Medida da viscosidade

A viscosidade € a propriedade dos liquidos emcéielaa resisténcia ao fluxo,
normalmente expressa em centipoise (cP) (FARMAC@PHRASILEIRA, 1988;
STORPIRTISet al, 2009).A avaliacdo desse parametro é importante, poisi@eemulsdes

sao sistemas conhecidos por apresentarem baiasilade (TSAEt al, 2010).

A determinacdo da viscosidade foi realizada no oggoentro de Brookfield,
utilizando o spindle n°® 1 - empregado para sisteligagdos - devido as caracteristicas das
microemulsdes serem semelhantes a dos liquidoseladsidades testadas foram iguais a 6,
12, 30 e 60 rpm. As medidas foram determinadampdgeatura de 25°C. Para o viscosimetro
utilizado neste ensaio, o volume de amostra redoi@eve ser maior ou igual a 100 mL, por
iIsso, a medida da viscosidade foi realizada sommant® a formulac&o caracterizada como a

ideal.
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3.2.4 Quantificacdo da dapsona

A determinagdo do teor de dapsona nas formulagbesehlizada através da

metodologia desenvolvida por cromatografia liquldaalta eficiéncia (CLAE).

As condi¢des de andlise utilizadas foram:

« Cromatografo liquido de alta eficiéncia;

e Coluna: C8-4,6x150 mm -5 pum,;

 Fase movel: Tampao fosfato 0,03 M pH 5,9 : Meta(¥®:30, v/v) — eluicdo

isocratica;

e  Fluxo: 1,0 mL/min.;

* Temperatura: 25°C;

e Comprimento de onda: 295 nm,;

3.2.4.1 Preparo da solugcao mée de dapsona

Foi pesada uma quantidade de 25,0 mg de dapsmna94,75% (lote: 02/572 A), e
transferida para um baldo volumétrico de 100 mfg golume foi completado com metanol.

A concentracao final dessa solucéo foi de 250,tugsem correcao).



58

3.2.4.2 Preparo da curva padréao

A curva padrao foi preparada a partir da soluc@® rde dapsona. Foram feitas
diluicdes de 1:25, 3:50, 2:25, 1:10 e 3:25 comasefmdvel como diluente, obtendo-se
solugbes com concentracdes de 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 pg/mL, respectivamente (sem

correcao).

3.2.4.3 Preparo da solugdo amostra

As quantidades das formulagfes, equivalentesCar@§,de dapsona, foram pesadas e
transferidas para um baldo volumétrico de 100 mlvodme foi completado com tampéao
fosfato (0,03 M) pH 5,9, e a solucéo foi filtragla papel de filtro. Uma aliquota de 1,0 mL
dessa solucdo foi transferida para um baldo vohlicnétde 10 mL, cujo volume foi
completado com fase movel. A concentracado finaalacdo amostra foi de 25,0 pg/mL (sem

correcao).

3.2.5 Estudo de estabilidade acelerado

O estudo de estabilidade acelerado, de acordo dekf 1, de 29 de julho de 2005,
€ aquele realizado em condicdes forcadas de arayazeio, que tem como objetivo acelerar
0os processos de degradacdo quimica e as mudarsjess fido produto farmacéutico
(ANVISA, 2005).

As microemulsdes de dapsona consideradas dentrpatémetros desejaveis foram
armazenadas em recipientes de vidro ambar, tampganhosatoque de borracha e lacre de
aluminio, e colocadas em condic¢des forcadas deetatysa e umidade - cdmara climética a
40°C+ 2°C e 75% 5% de umidade relativa (UR) (ANVISA, 2005).

O estudo de estabilidade acelerado das microensut®eapsona foi realizado por 3
meses e as amostras foram recolhidas nos tempds 86, 60 e 90 dias. Em cada um desses

intervalos as formulagfes foram caracterizadastquadistribuicdo de tamanho de goticulas,
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indice de refracéo, teor de dapsona e condutividdden de serem observadas visualmente.
Uma amostra de cada formulacdo, colocada em kdsala, foi armazenada sob a

bancada, sem controle de temperatura e umidadas Bssostras, denominadas formulacdes

de prateleira, foram comparadas aquelas armazeaadaesndi¢des forcadas de temperatura e

umidade.

3.2.6 Estudo de solubilidade da dapsona nos meios liberacao

A determinacdo da solubilidade da dapsona nag@dureceptoras - sucos gastrico e
entérico simulados - utilizadas nos ensaios derd@@® € importante, pois elas devem
assegurar as condicogigk A condigcaosink pode ser definida como o minimo de trés vezes
o volume de meio de dissolucdo necessario paratengidn de uma solucdo saturada do
farmaco. Existem divergéncias na literatura ciaaifjuanto a esse numero, que no lugar de
trés, utilizam cinco ou dez vezes o volume necesgara obter uma solucdo saturada como
condigaosink (STORPIRTISet al, 2009). Neste trabalho foi considerado o valordde

Vezes.

3.2.6.1 Preparo da solu¢do mae de dapsona

Foi pesada uma quantidade de 25,0 mg de dapsma94,75% (lote: 02/572 A), e
transferida para um baldo volumétrico de 100 mfg golume foi completado com metanol.

A concentracgao final dessa solucéo foi de 250, gsem correcao).

3.2.6.2 Preparo da curva padréo

A curva padrao foi preparada a partir da soluc@e rde dapsona. Foram feitas
diluicdes de 1:25, 2:25, 3:25, 5:25 e 6:25, cujtunee foi completado com metanol. Em
seguida, recolheram-se aliquotas de 1,0 mL de cewa dessas solucdes, que foram

transferidas para baldo volumétrico de 10 mL, a#iido o meio testado como diluente.
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Solugdes com concentracdes de 1,0; 2,0; 3,0; 6,0 pg/mL foram obtidas, respectivamente

(sem corregao).

3.2.6.3 Preparo da solugdo amostra

Adicionou-se excesso de farmaco em 20,0 mL do rnestado, até a formacdo de
residuo sélido, que foram mantidos em agitagcdooagd da noite, a 37°C. Os ensaios de
solubilidade foram realizados nesta temperatures, @@ temperatura utilizada no estudo de

liberacédo, o qual simula as condi¢@esivo.

Na etapa seguinte, as solucbes foram centrifugadag0 minutos a 3.500 rpm. O
sobrenadante, obtido a partir dessa centrifugdgédiltrado em membrana de 0,45 um e
analisado por espectrofotometria de ultraviolets)(ltm comprimento de onda de 295 nm
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

3.2.7 Estudo de liberagéo do farmaco

O estudo de liberacdo do farmaco foi realizadaréirpdos ensaios de dissolucédo da
dapsona em suco gastrico, suco gastrico com lalfisils de sédio 0,5% p/p e suco entérico.
A importancia desse estudo deve-se a previsdo dopardamento da dapsona nas

formulacfes propostas, pois avalia a liberagd@dudco ao longo do tempo.

A forma farmacéutica escolhida para veicular aro@imulsdo foi a capsula gelatinosa
dura que, além do baixo custo, é capaz de veitoterulacdes lipidicas, e pode, de certa
forma, simular uma cépsula gelatinosa mole. Elascissificadas em nameros, e cada uma
delas possui um volume méximo (tabela 6). Paraabizagdo dos ensaios de liberacdo do
farmaco, as microemulsdes foram veiculadas em Epsuwimero 00 que corresponde ao
volume total de 0,95 mL. A quantidade maxima dero@mulsdo de dapsona capaz de ser
incorporada nesta capsula é de aproximadament® 80§, o que equivale a 16,0 mg do

farmaco, para a formulacao de 2,0% (p/p), e a@@,0Opara a formulacdo de 2,5% (p/p).
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Tabela 6: Numeracéo das capsulas e seus respectivolumes, determinados em mililitros
(Adaptada de ALLEN, POPOVICH & ANSEL, 2007).

N° capsula Volume (mL)
000 1,40
00 0,95

0 0,68
1 0,50
2 0,37
3 0,30
4 0,21
5 0,13

3.2.7.1 Preparo dos meios de dissolugao

O meio de dissolucéo suco gastrico simulado (SGi)reparado, de acordo com a
Farmacopéia Americana 30 (USP 30, 2007), dissotvsed2,0 g de NaCl em quantidade
suficiente de agua para solubiliza-lo. Esta soldoé@transferida para um baldo volumétrico
de 1,0 L. Em seguida, adicionaram-se 7,0 mL deocoadidrico (HCI) e, por fim, o volume
final foi completado com agua destilada. Como @wéhal do pH dessa solucédo deve ser
igual a 1,2+ 0,1, este parametro foi monitorado através denpdimetro previamente
calibrado. O preparo do suco gastrico com laufdsollde sodio (LSS) diferencia-se somente

na adicao de 0,5% p/p desse tensoativo.

O suco entérico simulado (SES) foi preparado, derdm com a Farmacopéia
Americana 30 (USP 30, 2007), dissolvendo-se 6@egfosfato monobasico de potassio
(KH2.PO;) em quantidade suficiente de agua para soluldibz&sta solucdo foi transferida
para baldo volumétrico de 1,0 L. Uma solucdo 0,2ieNhidroxido de sédio (NaOH) foi

preparada, e em seguida, 77,0 ddsta solucdo foram transferidos para o baldo. |[Gme
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final foi completado com agua destilada. Como @wéhal do pH dessa solucédo deve ser
igual a 6,8+ 0,1, este pardmetro foi monitorado através denpdimetro previamente

calibrado.

3.2.7.2 Preparo da solucdo mae de dapsona

Foi pesada uma quantidade de 25,0 mg de dapsma94,75% (lote: 02/572 A), e
transferida para um baldo volumétrico de 100 mfg golume foi completado com metanol.

A concentracgao final dessa solucéo foi de 250, gsem correcao).

3.2.7.3 Preparo da curva padréo

A curva padrao foi preparada a partir da soluc@e rde dapsona. Foram feitas
diluicbes de 1:100, 1:50, 1:25, 3:50, 2:25 e 1:4th ©®s meios de liberagdo como diluente,
obtendo-se solu¢gdes com concentracdes de 2,5;19,0; 15,0; 20,0 e 25,0 pg/mL,

respectivamente (sem correcao).

3.2.7.4 Condicbes de andlise

Os estudos de liberacao do farmaco foram realizawtoaparelho de dissolugcéo com a
haste do aparato tipo cesta. Estas condi¢cdes d@oeastdo descritas na Farmacopéia
Americana, na parte de ensaio geral para a dissolde capsulas (USP 30, 2007). Durante o
estudo, a temperatura foi mantida a 37°C, e a delde a 100 rpm. Cada cuba do dissolutor
foi preenchida com 900 mL de meio. Os ensaios fasatizados para a formulacdo escolhida

como ideal, com replicata para cada formulacéo.

As capsulas gelatinosas duras foram pesadas, emchahnalitica, antes e depois de

serem preenchidas pelas microemulsdes de dapsona.
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Nos ensaios de SGS, SGS + LSS 0,5% p/p e SE®saladontendo microemulséo
de dapsona foi adicionada em cada uma das culpsjtendo um intervalo de 1 minuto entre
elas. Aliguotas de 5,0 mL foram recolhidas nosvaies de 15, 30, 45, 60 e 120 minutos em
cada uma das cubas, com reposi¢cao de meio. O®ehsaram duragdo de 120 minutos. As
amostras foram filtradas em membrana filtrante @@5e, entdo, analisadas por CLAE em

comprimento de onda de 295 nm.

3.2.7.5 Estudo da cinética de liberagédo do farmaco

A determinacdo da cinética de liberacdo do farmacde grande relevancia no
desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas, pels avalia parametros como
cristalinidade, tamanho de particula e solubilidatte farmaco (MANADAS, PINA &
VEIGA, 2002).

Os dados obtidos nos ensaios de perfil de liberbagam expressos em equacdes que

descrevem as cinéticas de liberacdo do farmaaar&fig)

Zero ordem: %F =a+ b, . t
Primeira ordem: In (100 - %F) s a b, . t

Higuchi: Mt/Moo = Ky vt + b

Figura 8: Equag0es da cinética de liberacao do faraco, sendo %F = percentual de liberacao de
farmaco; t = tempo (min.); a,, & = intersecfes ao eixo dg; b,, b, = curvaturas das retas; Mt e Mo =
quantidade cumulativa absoluta de farmaco liberadmo tempo t e no infinito, respectivamente; b =
quantidade inicial de farmaco na solucéo; I§ = constante de liberacédo de Higuchi (Adaptada de
MANADAS, PINA & VEIGA, 2002).

O modelo selecionado para o estudo da cinéticaqfecele que apresentou maior valor
do coeficiente de correlacdo jRdeterminado a partir da andlise de regressaariem
Excel®. Os valores de fluxo de liberacdd) € tempo de laténcia da formulacdo foram

calculados utilizando-se a equagéo da reta.
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3.2.7.6 Avaliacdo do comportamento da microemutgBomeios de liberacao

Avaliou-se o comportamento da microemulsédo de depswms meios de liberacao,
suco gastrico e entérico simulados. Um dos objetikesses ensaios foi verificar se apos a
dissolugcéo da formulagéo, as goticulas permaneeesscala nanomeétrica. O outro foi avaliar

a formacao de preciptado do farmaco nesses meios.

Em um bécher de 1.000 mL, contendo 900 mL de naglicjonou-se a microemulséo
de dapsona. As condicBes de ensaio devem simujae acorre nos estudos de liberagao.
Para isso, os bécheres foram colocados sob agitaggoética, a 37°C. Apos duas horas, as
amostras foram coletadas. Esse tempo de coletsdoihido visto que é o tempo maximo do
ensaio de liberacdo. A amostra para avaliagdo eldppacdo do farmaco foi quantifida por
CLAE. Ela foi filtrada em membrana filtrante 0,461 e analisada em comprimento de onda
de 295 nm.

3.2.8 Estudo da solucéo por dispersdo do p6 de daps nos meios de liberagcéo

A analise da solucéo por dispersao do p6 de dagsonealizada nos mesmos meios
utilizados no estudo de liberagdo da microemulB&te estudo tem a finalidade de avaliar o
comportamento do farmaco quando ele ndo esta io@™@P na microemulsdo e,
posteriormente, comparar 0s resultados com aqaat@Entrados para a liberagdo do farmaco

a partir do sistema microemulsionado.

Os meios de dissolucdo para esse estudo foramarpdEs de acordo com a

Farmacopéia Americana, conforme descrito anterioten@JSP 30, 2007).

3.2.8.1 Preparo da solucdo mae de dapsona

Foi pesada uma quantidade de 25,0 mg de dapsma94,75% (lote: 02/572 A), e
transferida para um baldo volumétrico de 100 mfg golume foi completado com metanol.

A concentracgao final dessa solucéo foi de 250, gsem correcao).
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3.2.8.2 Preparo da curva padréao

A curva padrao foi preparada a partir da soluc@® rde dapsona. Foram feitas
diluicdes de 1:100, 1:50, 1:25, 3:50, 2:25 e 1.4 SGS, SGS + LSS 0,5% ou SES como
diluente, obtendo-se solu¢cdes com concentracd@ss¢®,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 pg/mL,

respectivamente (sem correcao).

3.2.8.3 Condicbes de analise

Os ensaios da solucao por dispersdo do p6 de dafm@m realizados em aparelho
de dissolucdo com a haste do aparato tipo pa. Estaticbes de ensaio estdo descritas na
Farmacopéia Americana, na parte de ensaio geral gissolucdo de pds (USP 30, 2007).
Durante o estudo, a temperatura foi mantida a 3F%Cyelocidade a 100 rpm. Cada cuba do

dissolutor foi preenchida com 900 mL de meio.

A quantidade de p6 de dapsona adicionado nas ,caoasendo os meios, foi
equivalente aquela contida na capsula de microémuie dapsona. As aliquotas foram
recolhidas nos intervalos de 5 e 120 minutos, eta gana das cubas, com reposicédo de meio.
Esses tempos de recolhimento no inicio e no firestado foram estabelecidos dessa forma,
pois esses ensaios foram realizados com o objekev@womparacdo. As amostras foram
filtradas em membrana filtrante 0,45 um e, ent&aisaedaspor CLAE em comprimento de
onda de 295 nm.

3.2.9 Estudo de permeacéao do farmaco em células ©a2z

O modelo de cultura de células Caco-2, extraidasadknocarcinoma humano, é
comumente utilizado nos estudos de absorcdo gaststinal de farmacos orais, sendo
bastante relevante no processo de desenvolvimemto fodmulacbes farmacéuticas
(BALIMANE, CHONG & MORRISON, 2000).
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3.2.9.1 Cultivo das células Caco-2

O cultivo das células Caco-2 foi realizado em meMEM (Dulbeco’s Modified
Eagle’s Medium) enriquecido com 10% (v/v) de soetalf bovino e com 100 Ul/mL de
Penicilina-Estreptomicina. Estas células foram aenadas em frascos de 75°cincubados
a 37°C, atmosfera com 5% de £695% UR(ANNAERT et al, 1998).

3.2.9.2 Cultivo das células nas placas para eneapermeabilidade

Para a formagdo da monocamada celular, as cétuan repicadas, razdo 1.7, a cada
trés dias, e transferidas para placas contendosfile membrana (0,3 pm/6,5 mm) a uma
densidade de 50.000 células/filtro. A permeabil@edds farmacos através das monocamadas
celulares foi avaliada no intervalo de 14 a 21 digés a semeadura das células (ANNAERT
et al, 1998).

3.2.9.3 Preparo do meio de transporte

O meio de transporte utilizado para as diluicdesodaulacéo foi o tampao fosfato
(0,1M) pH a 7,2t 0,1. Esse tampao foi preparado dissolvendo-sedl8® KHPO, em um
baldo volumétrico de 1.000 mL, que foi avolumadm @&ygua destilada. Como o valor final do
pH dessa solugdo deve ser igual a ¥,D,1, este parametro foi monitorado através de

potencidmetro previamente calibrado.

3.2.9.4 Preparo da solucdo mae de dapsona

Foi pesada uma quantidade de 25,0 mg de dapsma94,75% (lote: 02/572 A), e
transferida para um baldo volumétrico de 100 mfg golume foi completado com metanol.

A concentracgao final dessa solucéo foi de 250, gsem correcao).



67

3.2.9.5 Preparo da curva padréo

A curva padrao foi preparada a partir da solucéde & dapsona. Foram feitas
diluicdes de 1:100, 1:50, 1:25, 3:50, 2:25 e 1:d® ¢campao fosfato (0,1M) pH 7,2, obtendo-
se solugbes com concentragbes de 0,25; 0,50; 2.8, pg/mL, respectivamente (sem

correcao).

3.2.9.6 Condicdes de analise

Primeiramente, as monocamadas celulares foramdassduas vezes com o meio de
transporte e pré-incubadas por 30 minutos a 3Cd®& CQ e 95% UR(ANNAERT et al,
1998). Depois, foi realizada a medida da resistéralétrica transeptelial (RET) das
monocamadas celulares. Esta medida é importanig, gvalia a integridade das células,
consideradas integras quando apresentam voltagema e 35 . cnf (ANNAERT et al,
1998).

Um volume de 200 pL da formulagéo, de uma solugidendo 14,0 pg/mL do
farmaco, foi adicionado no compartimento doadont&edo as monocamadas celulares. No
compartimento receptor, adicionou-se 400 pL do ndeidransporte. Nos intervalos de 30
min., 1 h, 2 h, 4 h e 6 h, amostras de 100 pL focahetadas no meio receptor. Houve

reposicao de meio.

No fim do ensaio, foram coletadas amostras no campnto doador. A medida da
RET das monocamadas celulares foi realizada, navampara confirmar a integridade das
células.Outra forma de controle da integridade celularréailizada por meio da verificacao
do transporte paracelular do marcador fluoresceaiddica, 4,0 mg/L.A passagem da
fluoresceina foi realizada durante uma hora, apdino tempo de coleta, adicionando-se a
solucdo do marcador no lado apical das célulandse foi realizada por espectrofotometria
em comprimento de onda a 490 nm (ANNAERT al, 1998; BALIMANE, CHONG &
MORRISON, 2000).
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As amostras coletadas foram filtradas em membfdinante 0,45um e, entéo,

analisadas por CLAE em comprimento de onda a 295 nm

3.2.10 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através ddet&dne-way ANOVA (teste de

multiplas comparacdes de Tukey), utilizando o safeanPrisma 5.0®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacéo do farmaco

4.1.1 Faixa de fusao

A determinacgéo da faixa de fusdo da dapsona estésentada na tabela 7. Os ensaios

foram realizados em triplicata, e considerou-sediandesses resultados.

Tabela 7: Determinacéo da faixa de fusao da dapsonAs andlises foram feitas em replicata (rep.), e
obteve-se a média.

Amostra Faixa de fuséo
Rep. 1 183,1 — 183,7°C
Rep. 2 182,6 — 183,0°C
Rep. 3 183,8 — 184,3°C
Média 183,2 —183,7°C

Segundo a Farmacopéia Brasileira (1988), a fasxtusfio da dapsona deve estar entre
175°C a 181°C. De acordo com Borka (1991), a dapapresenta duas formas polimorficas,
com pontos de fusdo proximos a 180°C, e a 175°@édia da faixa de fusdo obtida das
replicatas foi igual a 183,2 - 183,7°C, proxima aalres indicados na literatura, indicando
auséncia de impurezas e estabilidade (FARMACOPERASILEIRA, 1988).
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4.1.2 Espectroscopia no Infravermelho

As analises de espectroscopia de IV do farmaanfaealizadas em triplicata, e ndo
foram observadas diferencas entre elas. Um despestms esta representado na figura 9. Na
figura 10 esté representado o espectro da dapsandagmacéutico (USP), que foi utilizado

como parametro de comparacao.
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Figura 9: Espectro de infravermelho da dapsona.
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Figura 10: Espectro de infravermelho do padrédo de apsona.
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A importancia da espectroscopia por IV deve-se racterizacdo das substancias,
através da identificagdo dos seus principais grepéws funcionais. No espectro demonstrado
na figura 9, a dapsona pode ser identificada pelsepca de bandas intensas e caracteristicas,
de suas principais ligagbes quimica. O espectrdvdda matéria-prima de dapsona se

apresentou bastante semelhante ao espectro dandapao farmacéutico.

As vibracdes de deformacdo axial atribuidas a #igaG-S ocorreram em 685 ¢m
apresentando-se dentro dos parametros desejadp® ¢fe acordo com a literatura essa banda
deve ocorrer entre 700 e 600 tmO grupo SO2, caracteristico da classe das sslfona
apresenta banda de absorcado intensa entre 11680ectil, originada da deformac&o axial
simétrica. No espectro, ele esta representado €50 tii'. O grupamento amino foi
identificado pela presenca da banda em 1278, ceferente a deformacéo axial de C-N, que
devem ocorrer entre 1342-1266 tmAs deformacfes axiais das ligacdes C-C do anel
aromatico estdo representadas em 1592, @u-seja, dentro dos parametros, pois a literatura
cita vibracbes de esqueleto em 1600-1585 @rem 1500-1400 ci{MOFFAT et al,, 1986;
SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2007).

4.2 Preparo das formulactes

4.2.1 Selecao dos componentes

As formulacdes de microemulséo de dapsona forarangebls/idas de acordo com
Nandi e colaboradores (2003). Aléem da composicizada por estes pesquisadores, outros
componentes foram selecionados para o desenvoliondgs microemulsdes. Para essa
selecdo, consideraram-se aqueles ja conhecidosysom@plicacdo em outros sistemas de
liberacdo de farmaco e que apresentavam baixo @atate toxicidade (NANDI, BARI &
JOSHI, 2003; NORNOGt al, 2009).
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A escolha do dleo e dos tensoativos € um pontcarita formulacdo, pois ela
influencia na formagéo ou ndo de uma microemulsédamanho de goticula do sistema e na
solubilidade do farmaco (NORNO& al., 2009).

O componente de fase oleosa, Miristato de Iso@mpm@mpregado por Nandi e
colaboradores (2003), foi mantido para as microsted de dapsona. Esse 6leo tem sido
utilizado com sucesso em diferentes trabalhos ifimyg que abordam as microemulsdes
como sistemas de liberacdo de farmacos. De acordaditeratura, o Miristato de Isopropila
pode ser empregado em microemulsdes A/O ou O/A MIARARI & JOSHI, 2003;YUAN
et al, 2006; PADULA, NICOLI & ZANTI, 2009; BADAWI,et al.,2009).

Os tensoativos podem causar danos as membranégitésl e, consequentemente, a
perda da integridade celular. O Tween® 80, Tweed® Span® 80 e Span® 20 foram
selecionados para o desenvolvimento das microeesjlsdsto que séo classificados como
tensoativos n&o-ibnicos, 0s quais apresentam ufih ipenos toxico quando comparado aos
tensoativos ionicos (REGE, KAO & POLL2002; WARISNOICHAROEN, LANSLEY &
LAWRENCE, 2003).

Tensoativos de peso molecular menor que 1.500 g(rabkla 8), frequentemente,
apresentam-se mais toxicos, devido a maior prddadgé em atravessar as membranas
celulares (WARISNOICHAROEN, LANSLEY & LAWRENCE, 2@). Os tensoativos nao-
ibnicos descritos acima apresentam peso molecuaromque o valor estabelecido, no
entanto, de acordo com a OMS, a ingestao diarithaekpara esses tipos de tensoativos é de
25 mg/kg de peso corporal (WADE & WELLER, 1994).
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Tabela 8: Tensoativos e seus respectivos pesos roolares, determinados em g/mol (Adaptada de
WADE & WELLER, 1994).

Tensoativo Peso molecular (g/mol)
Tween® 20 1.128
Tween® 40 1.284
Tween® 80 1.310

Span® 20 346

Span® 80 429

Os cossolventes sdo muito utilizados em sistemeaemulsionados, pois em alguns
casos 0 uso somente de tensoativos ndo é capamithelid de maneira eficiente, a tenséo
interfacial entre o 6leo e a agua. Os cossolveptelem, também, reduzir a quantidade
necessaria de tensoativos na formulacdo (LAWRENCEEES, 2000; YUANet al, 2006).
Alcodis de cadeia pequena, entre 2 a 10 carboraes natureza anfifilica, como o Isobutanol
(C4H100) e o Propilenoglicol (€H50,), sdo muito utilizados como cossolventes, pois sao
capazes de tornar o solvente polar menos hidf(MORNOO, OSBORNE & CHOW,
2007).

4.2.2 Obtencéao das formulacdes

4.2.2.1 Isobutanol

As formulagbes A, B e C, nas quais se utilizou @buganol como cossolvente,
apresentaram-se limpidas e pouco viscosas, casfictes essenciais das microemulsdes
(KOGAN & GARTI, 2006). Para confirmar o resultadessas formulacdes, feitas em
triplicata, foram caracterizadas quanto ao tamatehgoticula e indice de refracédo (quadro 2;

tabela 9).
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Distribuicdo do tamanho de goticula
Formulacéo
Rep. 1 (nm) Rep. 2 (nm) Rep. 3 (nm) Desvio-padrdo Média (nm)
A 8,8 8,3 59 1,550 7,7
B 7,6 7.9 6,2 0,907 7,2
C 122,7 111,3 182,9 38,472 139,0

Quadro 2: Determinacgdo do tamanho de goticula dasfmulacdes A, B e C, contendo isobutanol como
cossolvente. Essas formula¢c8es foram realizadas esplicata (rep.), considerou-se a média.

Tabela 9: Determinagéo do indice de refragdo da dgudo miristato de isopropila e das formulacdes /B e

C.
Formulacéo Medida do indice de refragao
Agua 1,325
Miristato de Isopropila 1,434
A 1,435
B 1,441
C 1,433

A partir dos resultados obtidos para as formula@eB e C, observou-se que elas sdo
classificadas como microemulsdes, pois apresentarégia de tamanho de goticula entre 7,2
a 139,0 nm (quadro 2). As formulacdes A e B aptesam reprodutibilidade no tamanho das
goticulas, visto que os seus valores de desvicdApaffiram pequenos. Ja a formulacdo C

apresentou valor elevado de desvio-padréo.

A faixa de tamanho de goticulas que uma formulalgd@ estar para ser classificada
como microemulsdo € uma questdo muito discutidsa Bscussado ndo se restringe apenas as

microemulsdes, ela se estende as formulacfes fautieas nanoestruturadas, em geral. De
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acordo comYuan e colaboradores (2007) e Rossi e colaborad@ff¥) as microemulsdes
devem apresentar diametro de goticulas até 10Qumping e colaboradores (2002) e Date &
Nagarsenker (2008), no entanto, descrevem que anteorde goticula até 150 nm € aceitavel.

Talegaonkar e colaboradores (2008) consideranxa €k tamanho ideal até 200 nm.

Neste trabalho consideraremos o valor do diametsogdticulas até 200 nm, pois de
acordo com a literatura cientifica normalmente aonzedicina refere-se a esta faixa de
tamanho como a mais aceitavel (SINGH & LILLARD, 200

O miristato de isopropila e a 4gua possuem valdeegndices de refragdo iguais a
1,434 e 1,325, respectivamente, e caracterizanelsespa transparéncia. Os valores de IR
obtidos para as formulacdes A, B e C, foram igaais435, 1,441 e 1,433 (tabela 9). De
acordo com esses resultados, observou-se a maietheaca das formulacdes com o IR da
fase oleosa. Para caracterizar uma microemulsd@ @@ ou O/A, € necessario andlises

mais conclusivas, como a da condutividade elétrica.

As formulagbes D e E apresentaram-se turvas evsasc Houve modificacdo de
20,5% p/p (1:1) para 18,55% e 22,55% p/p (0,90)1/i#s proporcdes de mistura de
tensoativos utilizadas nessas formulacdes. A tarbela alta viscosidade dessas formulagdes
provavelmente estdo relacionadas a proporcao imadagqdos componentes. Como essas
caracteristicas ndo sdo representativas dos sstanicaoemulsionados, esses experimentos
nao foram continuados (KOGAN & GARTI, 2006).

O efeito da agitagdo com ultrassom foi avaliad@ @aformulacéo A, visto que ela ja
tinha sido caracterizada por Nandi e colaborado(8903) como um sistema

microemulsionado.

Os resultados de tamanho de goticula encontradasapagitacdo com ultrassom em
amplitudes de 50% e 100%, por 15 minutos cadap esfdresentados no quadro 3, e 0s

valores de indice de refracéo, na tabela 10.
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Distribuicdo do tamanho de goticula
Formulacédo A
Rep. 1 (nm) Rep. 2 (nm) Rep. 3 (nm Desvio-padradvédia (nm)

Sem efeito do

8,8 8,3 59 1,550 7,7
ultrassom

50% de amplitude 106,2 8,0 115,8 59,660 76,7
100% de amplitude 8,2 6,9 25,1 10,153 13,4

Quadro 3: Determinacdo do tamanho de goticula da foulacdo A sem o efeito do ultrassom; com
ultrassom em 50% e 100% de amplitude. Essas formuées foram realizadas em replicatas (rep.),
considerou-se a média.

Tabela 10: Determinagédo do indice de refracdo da &g, do miristato de isopropila e das formulagtes A
sem o efeito do ultrassom e com ultrassom em 50%4.60% de amplitude.

Formulacéo Medida do indice de refragao
Agua 1,325
Miristato de Isopropila 1,434
A 1,435
A — 50% de amplitude 1,443
A —100% de amplitude 1,490

Os diametros das goticulas encontrados para isitigdes que foram submetidas ao
ultrassom em 50% de amplitude foram iguais a 106@;e 115,8 nm, e o desvio-padréo,
59,660. Para as formulacdes submetidas ao ultrassorh00%, os tamanhos foram de 8,2;
6,9 e 25,1 nm, e o desvio-padréo, 10,153. Compsradarmulacdo A, as formulacdes que
foram submetidas ao efeito do ultrassom ndo apwasem homogeneidade entre suas

replicatas. Os valores de desvio-padréo das fogaetaem 50% e 100% de amplitude foram
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quase 40 e 7 vezes maiores, respectivamente, gasvio encontrado para a formulagdo A

(quadro 3).

As formulacbes A sem efeito do ultrassom, e cote efeito em 50 e 100% de
amplitude apresentaram valores de IR iguais a 1,343 e 1,490, respectivamente (tabela
10). O aumento da amplitude do ultrassom teve coomsequéncia o aumento do IR das
amostrasMesmo com esse aumento, essas formulagdes aprasemaior semelhanga com

o IR da fase oleosa (1,434) do que com o da agBax)L

De acordo com Dziubla e colaboradores (2001), &gi@p com ultrassom auxilia no
processo de homogenizacédo na formacao dos polinteleotem sido empregada no preparo
das microemulsdes, a fim de favorecer tanto a hemsgacédo, quanto a uniformidade de
distribuicdo de tamanho de goticulas. A alta velade de agitacdo do processo de ultrassom,
no entanto, pode acarretar na aglomeragdo dasyastgoticulas durante o armazenamento
do produto (WISSING, KAYSER & MULLER, 2004). Outiocoveniente deste processo foi
observado por Myamoto e colaboradores (1999), gakagam o efeito do tempo no preparo
de emulsdes. O tamanho das particulas era reduzithedida que o tempo de agitacdo com
ultrassom aumentava, porém alguns resultados endost ndo apresentaram

reprodutibilidade.

Os resultados de distribuicdo do tamanho de gatieulindices de refracdo das
formulacbes A, B e C que utilizaram o isobutanoimoo cossolvente mostraram-se
promissores para a veiculacao tdpica de dapsoma&d83e motivo, com o objetivo de definir
corretamente as proporcbes de cada componenteggoahia pseudoternario de fases foi

construido, uma vez que essas formulacdes forapogias com base na literatura cientifica.

Os experimentos com a formulacdo A nado foram coatlns, visto que ela foi
preparada como um parametro de comparacao par#ras tormulacdes, pois ja havia sido
descrita em literatura. Entre as formulacdes B a fximeira foi escolhida para a construcao
do diagrama de fases, pelo fato de apresentar m@mmeanho das goticulas e maior
reprodutibilidade. Os componentes utilizados forammistato de isopropila, agua, isobutanol,
Tween® 80 e Span® 80 (figura 11).
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Figura 11: Diagrama pseudoternario de fases, utilendo como componentes o miristato de
isopropila (Ml), o isobutanol (IBT), o Tween® 80 (B0), o0 Span®80 (S80) e a 4gua. A area demarcada em
cinza escuro representa a area de microemulséo.

A formulacéo capaz de incorporar maior quantidaglédglia foi escolhida, pois a agua
auxilia no processo de diluicdo e previne a pracg do farmaco (NORNOE al, 2009).
De acordo com os dados obtidos a partir do diagm@seadoternario de fases, a formulacdo

com essa caracteristica esta representada na 1dbela

Tabela 11: Formulacdo, com isobutanol, obtida a pair do diagrama pseudoternario de fases.

Composicao Proporcao (% p/p)
Miristato de isopropila 38,40
Isobutanol 4,80
Tween® 80 21,62
Span® 80 21,62
Agua 13,49

4.2.2.1.1 Caracteriza¢ao da formulagao

Para confirmar a formacdo do sistema microemudsion a formulacdo contendo

isobutanol, obtida a partir do diagrama, foi carazada quanto ao tamanho de goticula
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(quadro 4) e medida do indice de refracdo. As semlile distribuicdo de tamanho de goticulas

foram realizadas em triplicata (quadro 4). Um dadicps obtidos esta representado na figura

12.
Distribuicdo do tamanho de goticula
Formulacéo Rep. 1 (nm) Rep. 2 (nm) Rep. 3 (nm Desvio-padradviédia (nm)
6,9 6,8 8,8 1,13 7,5

Quadro 4: Determinacdo do tamanho de goticula da foulagao com isobutanol obtida a partir do
diagrama pseudoternario de fases. Essa formulacéoifrealizada em replicatas (rep.), considerou-se a

média.
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Figura 12: Gréfico de distribuicdo de tamanho de giiculas da formulagdo com isobutanol, obtida a pait
do diagrama pseudoternario de fases. Essa formulag@presentou diametro de goticula igual a 8,8 nm.

A partir dos resultados de diametro de goticutdsservou-se que a formulacao

contendo isobutanol pode ser classificada comoomiculsdo, pois apresentou média de

tamanho de goticula igual 7,5 nm (quadro 4). Dedacaom a figura 12, observa-se uma

distribuicdo do tipo gaussiana ou normal (STORP8=Ilal, 2009).
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Essa formulacdo apresentou reprodutibilidade n@améo das goticulas, visto que o
seu valor de desvio-padréo foi pequeno. O IR dastnadoi igual a 1,441, mostrando-se mais
semelhante a fase oleosa (IR = 1,434), do que & @g§=1,325). A medida da condutividade

elétrica confirmara o tipo de estrutura desta neicralso.

Os efeitos toxicos do etanol sdo bastante estudatmsentanto outros alcoois
alifaticos de cadeia curta, como o isobutanol, tambapresentam toxicidade para as
membranas. Eles podem causar o rompimento da fiaafigidica e, consequentemente,

alterar a integridade da membrana e a sua func&&KARNS, et al, 1997).

Esta formulacdo contendo isobutanol apresentaisgessante para administracdo
topica. A utilizacdo do isobutanol em formulacdasrfacéuticas orais ndo esta descrita em
literatura cientifica, enquanto que o seu uso WRikbem mais difundido. Segundo Araujo e
colaboradores (2010), o isobutanol pode ser utibzzomo promotor de permeacdo em filmes
bioadesivos contendo benzocaina, na propor¢céo2dé pip. Padula e colaboradores (2009)
empregaram o0 isobutanol como cossolvente em miens@m de levotiroxina para
administracao topica, proporcédo de 4,5% (p/p). i@ais de toxicidade oral aguda incluem:
lentiddo, lacrimejamento, respiracdo lenta, prgatae sangue na urina (CRISTOPHER,
1993).

4.2.2.2 Propilenoglicol

As formulagcdes F, G e H, nas quais foram utilizadagpropilenoglicol como
cossolvente, apresentaram-se turvas e viscosas.o Gonproporcdo dos componentes
utilizados para essas formulacdes foi baseada em foormulagéo descrita na literatura,
provavelmente este comportamento esta relacionadaraporcdes inadequadas de um ou
mais componentes. Além disso, a formulacdo daatitest utilizou o isobutanol, ou seja,
houve troca de cossolvente. Sugere-se, neste @asmstrucdo do diagrama de fases, para

que, assim, as proporc¢des sejam definidas corratanffdORNOCQet al., 2009).

A selecdo da mistura de tensoativos, Tween® 80n®p20 (1:1), empregada na

construcdo do diagrama de fases foi a mesma di@ipara a formulacdo com isobutanol,
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para que posteriormente elas fossem comparadasco@ponentes utilizados para a
construcdo do diagrama foram: miristato de isofap@igua, propilenoglicol, Tween® 80 e
Span® 80 (figura 13).

T80/ S80

Figura 13: Diagrama pseudoternario de fases, utilendo como componentes o miristato de
isopropila (MI), o propilenoglicol (PPG), o Tween®80 (T80), o Span® 80 (S80) e a agua. A area
demarcada em cinza escuro representa a area de noemulsao.

De acordo com os dados obtidos a partir da coriirdg diagrama pseudoternario de
fases, a formulacdo, contendo propilenoglicol, zag@incorporar maior quantidade de agua
esta representada na tabela 12. A formulacdo color maantidade de agua foi escolhida

pelos mesmos motivos explicados anteriormente @awabutanol.

Tabela 12: Formulacéo, com propilenoglicol, obtida partir do diagrama pseudoternario de fases.

Composicao Proporcao (% p/p)
Miristato de isopropila 31,64
Propilenoglicol 3,95
Tween® 80 26,69
Span® 80 26,69

Agua 11,03
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4.2.2.2.1 Caracterizacdo da formulacéo

As andlises de distribuicdo de tamanho de godcwla formulagdo contendo
propilenoglicol foram realizadas em triplicata (du@5). Estes resultados, junto com o indice
de refragdo, sdo importantes para confirmar a fogimalo sistema microemulsionado. Na
figura 14 esta representado o grafico de distiloudi@ tamanho de goticula da formulacdo de

uma das replicatas.

Distribuicdo do tamanho de goticula

Formulacao Rep. 1 (nm) Rep. 2 (nm) Rep. 3 (nm Desvio-padradvédia (nm)

11,0 9,1 9,9 0,95 10,0

Quadro 5: Determinagdo do tamanho de goticula da fowulagdo com propilenoglicol a partir do diagrama
pseudoternario de fases. Essa formulacao foi reatida em replicatas (rep.), considerou-se a média.
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Figura 14: Grafico de distribuicdo de tamanho de giiculas da formulacdo com propilenoglicol, obtida a
partir do diagrama pseudoternario de fases. Essa fimulacao apresentou diametro de goticula igual a 9,
nm.

A partir dos resultados de diametro de goticalbsdos para a formulacdo com

propilenoglicol, observou-se que ela pode ser ifie@da como microemulsdo, pois
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apresentou média de tamanho de goticula igual (§0#&dro 5). De acordo com a figura 15,

observa-se uma distribuicdo do tipo gaussiana ouadSTORPIRTISt al, 2009).

Essa formulacdo apresentou reprodutibilidadeamanho das goticulas, visto que o
seu valor de desvio-padréo foi pequeno. O IR dastnadoi igual a 1,445, mostrando-se mais
semelhante a fase oleosa (IR = 1,434), do quea (#Qul,325).

A formulagdo com propilenoglicol mostra-se promiaspara a veiculagdo oral de
dapsona. O emprego do propilenoglicol em formulactEmacéuticas orais é bastante
comum na literatura cientifica. Yang e colaboragddi@004) utilizaram esse excipiente no
preparo de micromeulsdo de paclitaxel, enquanto $juerma e colaboradores (2010) o

utilizaram em formulagdes orais de insulina.

4.2.2.2 Avaliacdo do efeito da agitacdo com ultass

O efeito da agitacdo com ultrassom na microemutsétendo propilenoglicol, obtida
a partir do diagrama pseudoternario de fases, Valizalo. Existem relatos na literatura
cientifica dos efeitos benéficos deste processadpampregado em microemulsées, como a
uniformidade da distribuicdo do tamanho de got&(@ZIUBLA, et al, 2001). O efeito do
ultrassom, em 50 e 100% de amplitude por 15 minuwtasmicroemulsdo com isobutanol,
entretanto ndo mostrou resultados positivos, \isi® os valores do diametro das goticulas

aumentaram consideravelmente e ndo houve homogeleegahtre suas replicatas.

Os resultados de tamanho de goticulas encontrpdos as formulagdes com
propilenoglicol com amplitudes em 50% e 100% forauais a 3,23 um e 3,72 um,
respectivamente. Quanto ao aspecto visual, elagresentaram completamente turvas. Como
demonstrado no quadro 5, a média do diametro désufgs dessa mesma formulacédo, que
nao foi submetida ao efeito do ultrassom, foi pmxia 10,0 nm, e com aspecto visual
caracteristico de microemulsédo, ou seja, limpiddeebaixa viscosidade. Dessa forma,
conclui-se que a aplicacdo do ultrassom nessa fagdn também ndo apresentou resultados

satisfatorios.
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Assim como foi justificado para a formulacdo cambutanol, 0 aumento do tamanho
de goticulas das microemulsées que sdo submetidagtatdo com ultrassom pode estar
relacionado a aglomeracao delas, pois a alta eldei de agitacdo facilita esse processo
(WISSING, KAYSER & MULLER, 2004).

O efeito da agitacdo com ultrassom na formulac@decalo propilenoglicol, mas com
20% acima da quantidade de agua da formulacéo afpasna, também foi observado. O
objetivo foi avaliar se um sistema, consideradols&my que ndo se encontra estabelecido na
area de microemulsao do diagrama, pode tornars®emulsionado.

Os resultados de tamanho de goticulas encontpaiasa emulséo de propilenoglicol
foi igual a 7,1 nm. Quando agitadas em 50% e 1068%rdplitude, durante 15 minutos, 0s
diametros foram iguais a 7,5 nm e 7,9 nm, respatiente. Essas formulacdes, submetidas ou
ndo ao processo de ultrassom, apresentaram-ses eiinataveis, ja que houve separacédo de
fases duas horas apO6s o preparo. Embora os tamastgJam na escala nanométrica, a
turbidez e a instabilidade desses sistemas naarasterizam como microemulsdo (KOGAN
& GARTI, 2006). Como o aparelho de distribuicaotalmanho de goticulas possui resolucéao
maxima de 6,0 um, possivelmente esses sistemaseapaeam um tamanho de goticula maior

do que o aparelho é capaz de analisar.

4.2.3 Solubilizagao do farmaco

A solubilidade é definida pela capacidade maximasdlto se dissolver em um
solvente especifico (AMIDONet al, 1995). De acordo com a Farmacopéia Brasileira, a
solubilidade das substancias pode ser descriteno$ do nimero de partes do volume de
solvente necessario para dissolver um grama deetennginado sélido, ou um mililitro de um
liquido (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

A solubilidade da dapsona foi avaliada nas duasdtacGes obtidas a partir do
diagrama pseudoternario de fases. Conforme jaiteselas diferenciam-se no cossolvente
empregado, isobutanol e propilenoglicol, e na iitsele, sendo destinadas para o uso topico e

oral, respectivamente.
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A concentracdo maxima de dapsona soluvel nas fagdes com propilenoglicol e
com isobutanol foi igual a 3,0% p/p, o que corresj@oa 30,0 mg do farmaco, em cada 1,0 g
de formulacdo. Através da observacdo do comportamagssas formulacbes, no entanto,

notou-se que a preciptacdo do farmaco ocorria enosnge 24 horas ap0s 0 seu preparo.

O comportamento das formula¢des contendo 2,0% P/ de dapsona foi avaliado
por oito semanas. Essas formulagées mantiveram cguasteristicas iniciais, ou seja, ndo
houve preciptacdo do farmaco nem separacdo de twsdermulacdo. Além disso, as

microemulsfes conservaram-se limpidas e poucosasco

Os resultados de distribuicdo do tamanho de daticuindice de refracdo e
condutividade, foram realizados para as microenesglséontendo 2,5% p/p de dapsona
(quadros 6 e 7, tabelas 13 e 14). Estas analisesingdortantes, pois avaliam se a
incorporacdo da dapsona nas formulacfes acarretdificacdo no tamanho das goticulas e

na estrutura da formulacgéo.

Formulag&o com Distribuicdo do tamanho de goticula
2,5% p/p . ~ ap A
Rep. 1 (nm) Rep. 2 (nm) Rep. 3 (nm Desvio-padradvédia (nm)
Fase oleosa 6,8 8,6 8,75 1,08 8,05
Formulacéo pronta 8,1 9,3 7,8 0,79 8.4

Quadro 6: Determinacdo da distribuicao do tamanho d goticula da formulacdo com isobutanol, obtida a
partir do diagrama pseudoternario de fases. O farmeo foi solubilizado tanto na fase oleosa quanto na
formulacao pronta. As analises foram realizadas emeplicatas (rep.), e consideraram-se as médias.
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Formulacdo com

Distribuicdo do tamanho de goticula

2,5% pip Rep. 1 (nm) Rep. 2 (nm) Rep. 3 (nm Desvio-padradvédia (nm)
Fase oleosa 10,1 9,2 6,7 1,76 8,67
Formulacéo pronta 8,8 10,4 9,4 0,81 9,54

Quadro 7: Determinacédo da distribuicdo do tamanho d goticula da formulacdo com propilenoglicol,
obtida a partir do diagrama pseudoternario de fasesO farmaco foi solubilizado tanto na fase oleosa
guanto na formulacao pronta. As analises foram re@#adas em replicatas (rep.), e consideraram-se as

médias.

Tabela 13: Determinagédo do indice de refracdo da &g, do miristato de isopropila e das formulagdes co
propilenoglicol (PPG) e isobutanol (IBT), obtidas gartir do diagrama pseudoternario de fases.

Formulacéo Medida do indice de refragao
Agua 1,325
Miristato de Isopropila 1,434
PPG - sem farmaco 1,447
PPG - 2,5% p/p dapsona 1,452
IBT — sem farmaco 1,441
IBT — 2,5% p/p dapsona 1,449
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Tabela 14: Determinagdo da condutividade elétricaalagua, do miristato de isopropila e das formulac@e
com propilenoglicol (PPG) e isobutanol (IBT), obtiés a partir do diagrama pseudoternario de fases.

Formulacio Medida da condutividade
elétrica (uS/cm)
Agua proxima de 3,0
Miristato de Isopropila 0,0
PPG - sem farmaco 0,0
PPG - 2,5% p/p dapsona 0,0
IBT — sem farmaco 0,0
IBT — 2,5% p/p dapsona 0,0

A solubilizacdo de 2,5% p/p da dapsona nas miontsfies, com isobutanol e
propilenoglicol, seja na fase oleosa, seja na fag@o pronta, ndo ocasionou diferencas nos
tamanhos das goticulas, comparados a essas mesrmmagat;des sem a incorporacao do
farmaco (quadros 4 e 5).

Os indices de refracdo das formulacdes com isnblugapropilenoglicol foram 1,441
e 1,447, respectivamente. Com a adicdo da dapsesses valores aumentaram para 1,449 e
1,452. Comparadas aos valores de IR da agua e ein at fomulacbes com dapsona
continuaram apresentando maior semelhanca ao fRrddato de isopropila (tabela 13).

De acordo com as medidas de condutividade, obseswoque a incorporacdo do
farmaco ndo provocou uma inversdo de fases daenitisfes. Todas as formulacdes
apresentaram-se como A/O, ja que seus valores midutteidade elétrica foram iguais a
condutividade da fase oleosa, confirmando os st previstos pela medida de IR.

O paclitaxel € um quimioterapico que, assim comaapsona, apresenta baixa
solubilidade aquosa e alta lipofilicidade, o qusuta em problemas de biodiponibilidade.
(DATE & NAGARSENKER, 2008). As microemulsdes de tagel sdo muito descritas na
literatura cientifica como sistemas capazes de atanea solubilidade dessa substancia
(GURSOQY et al, 2003; YANG et al, 2004; NORNOO, OSBORNE & CHOW, 2007;
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NORNOO, 2009). Embora seja mais comum em literameontrar farmacos lipofilicos
incorporados em microemulsdes do tipo O/A, Norna@olaboradores (2007) desenvolveram
a microemulsdo de paclitaxel A/O, a qual apresemtomuaumento na eficacia clinica do
farmaco (NORNOO, OSBORNE & CHOW, 2007).

De acordo com os resultados de solubilidade e afgarestabilidade, a maxima
concentracao de dapsona solavel nas microemulsée®&% p/p, ou seja, em cada 1,0 g de
formulacdo ha 25,0 mg do farmaco. Como a dapsadasesdo veiculada em um sistema
capaz de melhorar a biodisponibilidade do farmaaso os estudos de liberacédo e permeacao
apresentem resultados satisfatorios, possivelnzesta dose podera ser reduzida (NANDI
al., 2003).

O tratamento da hanseniase é feito por administracdl de comprimidos, e a
posologia habitual de dapsona é de 50 a 100 mgaa(KATZUNG, 2005). No mercado
farmacéutico existe um medicamento contendo dapstesiinado para uso tdpico, o
Aczone®. Ele € um gel que contém 5,0% do farmacsud\indicacdo, no entanto, destina-se
para o tratamento da acne vulgar (WOZEL, 2010). &éste formulacao topica de dapsona

para o tratamento das lesdes dos pacientes comibsee

4.3 Estudo de estabilidade acelerado

A formulacdo com propilenoglicol selecionada agpar estudo de estabilidade
acelerado foi aquela obtida a partir do diagrameugbsternario de fases: miristato de
isopropila (31,64%), propilenoglicol (3,95%), Tw&® 0 (26,69%), Span® 80 (26,69%), e
agua (11,03%), todos na proporgédo p/p. Conformerashdo no estudo de solubilidade, a
maior concentracdo do farmaco capaz de se solbihessa formulacdo, sem ocorrer
preciptacao, foi 2,5% p/p. As formulacdes de peymblicol com 2,5% p/p de dapsona,
solubilizada na fase oleosa e na formulacdo prdotam colocadas em estabilidade, assim
como aquelas contendo 2,0% p/p do farmaco, satabiti, também, de ambas as formas. Elas

foram nomeadas de | a IV (tabela 15).
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Tabela 15: Formulag@es classificadas de | a IV, ctendo propilenoglicol como cossolvente. As
concentracdes 2,0 ou 2,5% p/p de dapsona foram sbilizadas na fase oleosa (FO) ou na formulagéo

pronta (FP).
Concentragdo de dapsona -
Formulacéo Forma de solubilizacéo
(% p/p)
I 2,0 FO
Il 2,0 FP
I 2,5 FO
v 2,5 FP

A formulacdo com isobutanol selecionada para udestle estabilidade acelerado foi
aquela obtida a partir do diagrama pseudoternd@ifasies: miristato de isopropila (38,40%),
isobutanol (4,80%), Tween® 80 (21,62%), Span® 8D§2%) e agua (13,49%), todos na
proporgao p/p. Assim como as formulagcdes com propdlicol, para estas formulacdes, a
maior concentracdo de dapsona solubilizada, seesemar preciptacdo do farmaco, foi 2,5%
p/p. Foram colocadas em estabilidade as formula¢ces 2,5% e 2,0% p/p de dapsona,

solubilizada na fase oleosa e na formulacao pigaibela 16).

Tabela 16: Formulagdes classificadas de V a VllI,ontendo isobutanol como cossolvente. As concentrasd
2,0 ou 2,5% p/p de dapsona foram solubilizadas nade oleosa (FO) ou na formulacdo pronta (FP).

Concentracao de dapsona(%

Formulacéo Forma de solubilizacéo
P/p)
\Y 2,0 FO
VI 2,0 FP
VI 2,5 FO
VIiI 2,5 FP

Antes de armazenar as formulacdes em condi¢coesdfmsgde temperatura e umidade,
elas foram caracterizadas quanto a distribuicdimehanho de goticulas, condutividade, teor e

indice de refracdo (tabela 17). Essa caracterizengéial foi importante, pois serviu como
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parametro para os resulatdos obtidos no fim dodestie estabilidade. O tempo inicial foi

denominado tempo zero.

Tabela 17: Caracterizacéo das formulacdes | a Vllho tempo zero. Determinacédo do tamanho de
goticula (nm), indice de refracdo, condutividade @/cm) e quantificacdo do farmaco (%).

Formulacéio Tamanho de indice de Condutividade  Quantificacéo do

goticula (nm) refracao (uS/cm) farmaco (%)

| 11,0 1,450 0,0 102,09

I 9,7 1,450 0,0 103,50

1] 7,4 1,451 0,0 106,27

v 6,3 1,451 0,0 106,90

\% 9,2 1,445 0,0 105,94

VI 9,05 1,442 0,0 107,36

Vil 8,6 1,450 0,0 105,15
VI 8,75 1,443 0,0 103,79

No tempo zero, os tamanhos de goticulas das fog@esal a VIII variaram entre 6,3 a
11,0 nm, apresentando-se conforme os parametrosaleemulsdo. Os indices de refracdo
das amostras variaram entre 1,442 a 1,451 e marstramaior semelhanca ao indice do
miristato de isopropila (1,434) que ao da agua2f), o que indica maior similaridade das
formulagbes com a fase oleosa do sistema. De acordaos resultados de condutividade, as
formulacdes foram clasificadas como A/O, pois elpesentaram condutividade igual a 0,0
pnS/cm, assim como a fase oleosa. O miristato gredpda possui a condutividade igual a 0,0
puS/cm, enquanto que a condutividade elétrica da égem torno de 3,0 uS/cm. Os IR e a
medida de condutividade elétrica se complementamdetarminacdo da estrutura das

microemulsoes.

A quantificacdo da dapsona nas formulagbes var@d@R,09 a 107,36% de teor.
Segundo a Farmacopéia Americana os comprimidosgoda devem conter ndo menos que

92,5% e ndo mais que 107,5% de dapsona (USP 3@).200mo nao existe especificagéo
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farmacopeica para microemulséo de dapsona, eskeesvéoram utilizados como parametro

de teor. Dessa forma, as formulacdes estdo dd@mcom o especificado.

Os resultados de tamanho de goticula obtidos duranestudo de estabilidade
acelerado estéo representados na tabela 18. Aslégdes foram analisadas nos tempos zero,
15, 30, 60 e 90 dias. As leituras das amostrasnfoemlizadas em duplicata, e os valores

abaixo correspondem as médias.

Tabela 18: Determinacéo da distribuicdo do tamanhde goticula das formulagdes | a VIII. As leituras
foram realizadas em duplicata, e os valores obtidaorrespondem as médias.

Formulacéio Tempo zero 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
(hm) (nm) (nm) (hm) (hm)
| 11,0 8,3 6,95 7,2 10,55
Il 9,7 10,6 11,05 11,95 7,1
1] 7,4 8,75 983.,8 3.649,35 10,75
\% 6,3 7,5 9,55 7,25 8,65
\% 9,2 10,25 11,45 111 11,85
Vi 9,05 9,1 11,15 9,4 7,85
VI 8,6 10,1 1.927,15 11,175 8,05
VIiI 8,75 8,05 11,2 6,45 10,15

No tempo zero, as formulacBes apresentaram tarsat#hgoticulas entre 6,3 a 11,0
nm. Depois de 90 dias, em condicOes forcadas ddad®ie temperatura, os diametros das
goticulas variaram entre 7,1 a 11,85 nm. A formédaldl, quando analisadas em 30 e 60 dias,
e a formulacao VI, em 30 dias, no entanto, aptesam diametro muito acima do encontrado
para as outras formulagdes. Ambas contém 2,5%epfadsona, solubilizada na fase oleosa.
Elas se diferenciam em relacdo aos cossolventdd, cmntém propilenoglicol e a VI,
isobutanol, e nas propor¢des dos outros componddtasimento do didmetro das goticulas
possivelmente estd relacionado a aglomeracado degstésulas. Ao longo do estudo,
entretanto, houve processo de reversao das gatipala a escala nanométrica, ja que 0s

dados demonstram que elas voltaram a apresentant@&s nanométricos.
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Os valores de indices de refracdo das formuldodas avaliados no inicio do estudo,
tempo zero; e, ao término, 90 dias, conforme reptaslo na tabela 19. As formulacdes nao
foram caracterizadas quanto ao IR, ao longo dodestuisto que estes resultados s&o

utilizados apenas como complementacao as medidaendetividade elétrica.

Tabela 19: Determinacao dos valores de indice defracdo das formulagdes no tempo zero e apés 90 dias
do estudo de estabilidade.

Formulacéo Tempo zero 90 dias
| 1,450 1,452

Il 1,450 1,454

1l 1,451 1,451

\% 1,451 1,452

\% 1,445 1,445

Vi 1,442 1,444

Vi 1,450 1,450
VIl 1,443 1,444

No tempo zero, os indices de refracdo variarame d42 a 1,451 e, apos 90 dias de
estudo, os valores estavam entre 1,444 a 1,454riAc@o dos valores de IR no inicio e no
fim do estudo foi pequena. Os resultados obtidesotstram que todas as formulacdes se
apresentaram mais semelhantes a fase oleosa daemmitsdes, indicando que esta é a fase
externa do sistema, ou seja, uma estrutura A/@.réstltado, porém, sé pode ser confirmado
apos os resultados de condutividade. Aléem dissmedida do IR das formulacbes é
importante, pois avalia a estabilidade dos sistamaemulsionados, ja que ela esta ligada a
clareza otica desses sistemas (KAMlleAal, 2009).

As medidas de condutividade das formulacdes foeahzadas a fim de avaliar uma
possivel inversdo de fases, ou seja, uma micro@mgkracterizada como O/A, durante o seu
armazenamento pode tornar-se A/O e vice-versaeifigds foram feitas em duplicata, e os

valores obtidos correspondem as meédias (tabela 20).
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Tabela 20: Determinag&o da condutividade das formak8es | a VIII. As leituras foram realizadas em
duplicata, e os valores abaixo correspondem as médi

Formulacéio Tempo zero 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
(nS/cm) (nS/cm) (nS/cm) (nS/cm) (nS/cm)

I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

n 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

v 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

\% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

VI 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Vil 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0

VI 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0

As condutividades das formulacdes mantiveram-gaisga 0,0 uS/cm, com excecéo
das formulagdes VIl e VI, que houve modificag@ @O0 pS/cm para 0,1uS/cm, nos tempos
de 15, 30 e 60 dias. As analises em 90 dias dkiletae, no entanto, ndo apresentaram esta
variagao. Estas alteragbes nas formulagbes VII B NMdo s&o significativas para a
classificacdo da estrutura das microemulsdes, @&y mesmo apresentando o valor de 0,1
uS/cm, elas sao classificadas como A/O, pois auttvidiade do miristato de isopropila é 0,0
pnS/cm, enquanto que o da agua destilada é proxemz0duS/cm.

As leituras de quantificacdo da dapsona nas foghakg realizadas por CLAE, foram
realizadas em triplicata. Essa quantificacao € rapte, pois avalia, ao longo do tempo do
estudo de estabilidade, o decaimento do teor duaf@ nas formulacbes. Os valores de

dapsona encontrados na tabela 21 correspondemdéssroétidas.
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Tabela 21: Quantificacdo da dapsona nas formulacdés VIl verificadas primeiramente no
tempo inicial e apds serem colocadas em condicfes;hdas de temperatura e umidade, foram verificadas
em 15, 30, 60 e 90 dias. Avaliou-se o decaimentotdor do farmaco através da comparacgao de teor da

dapsona no tempo inicial e no tempo final, 90 dia®s valores de teor obtidos corespondem as médias.

Formulacéio Tempo zero 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias Decaimento
(%) (%) (%) (%) (%) do teor (%)

| 102,09 97,43 97,47 95,04 89,15 13,75

I 103,50 99,44 98,70 96,76 89,10 14,40

n 106,27 101,16 96,70 94,92 91,61 14,66

v 106,90 99,76 101,02 95,92 91,94 14,96

\% 105,94 99,52 99,18 93,39 93,06 12,88

VI 107,36 98,85 98,52 95,94 93,16 14,20

VI 105,15 102,25 100,75 95,52 115,80 9,63
VI 103,79 88,05 96,07 99,81 93,12 10,67

O decaimento do teor de dapsona nas formulacd®esuma variacdo de 10,67 a
14,96% p/p de dapsona, comparando o valor inicddieal. A formulacao VIl apresentou um
valor aberrante na andlise realizada 90 dias apdi€io do estudo, que, provavelmente, esta
associado a erro de procedimento ou de andks®. esse motivo, este valor foi
desconsiderado e, especificamente para esta fayanjla decaimento do teor foi calculado
pela diferenca do resultado em 60 dias e no temipial.

De acordo com a RE n° 01 de 2005, o decaimenttéaeede teor do farmaco € no
méximo 10% (ANVISA, 2005). Desconsiderando o valarformulacéo VII, na qual ndo se
utilizou os mesmos parametros de calculo, tod&srasilacoes apresentaram um decaimento
maior que o valor permitido. A razdo disso, entretadeve-se ao fato de que como essa
formulacdo ainda esta sendo estudada, ndo ha atbcdenhum excipiente farmacéutico que
auxilie no aumento da estabilidade, como um coas¢evou um antioxidante, por exemplo.

As formulagbes armazenadas em condicbes normaigerdperatura e umidade,
denominadas “formulacées de prateleira”, foram camagas com as suas respectivas
amostras, armazenadas em camara climatica. Essparagéo foi realizada nos mesmos

tempos determinados para 0s ensaios de estabibdatrados.



95

De acordo com a observacéao visual, em 15 e 30agés o inicio do estudo, tanto as
formulacbes dispostas em camara climatica quantdeaggrateleira apresentaram o mesmo
comportamento, mantiveram-se limpidas, sem nenhdicio de preciptacdo do farmaco ou
separacao de fases.

Em 60 dias de ensaio de estabilidade houve formaedweciptado nas formulacdes
de prateleira lll, IV, V, VIl e VIII, enquanto quas restantes mantiveram-se limpidas. No fim
do estudo, em 90 dias, além das formulacdes quiojdinham se apresentado estaveis, houve
preciptacdo da dapsona na formulacdo VI, armazeeadaprateleira. Das formulacoes
mantidas sem controle de temperatura e umidadeerdena | e a Il ndo apresentaram
formacgé&o de preciptado.

As diferencas nas condicbes de armazenamentoodasilicdes podem explicar a
variacdo dos resultados, pois de acordo com apemtdb sistemaAH), o aumento da
temperatura aumenta ou diminui a solubilidade dosdcos. A variacdo de entalpia é
descrita pela quantidade de calor absorvido oudde quando o sistema muda o seu estado
termodinamico, isto € quando a dissolucdo do faonomorre. Normalmente o valor dé é
positivo, e 0 processo é denominado endotérmicesé$ecasos, 0 aumento da temperatura
leva ao aumento da solubilidade (AULTON, 2005). ae®rma as formulacfes armazenadas

em camara climatica podem ter sido favorecidas g@hoento da temperatura.

4.3.1 Escolha da melhor formulagéo

A formulacdo selecionada para os ensaios de lideracpermeacao do farmaco foi
aquela que demonstrou caracteristicas importanéea Que o produto final possa ser
administrado por via oral. Como as formulacdes d& Wil contém isobutanol, elas ndo sao
indicadas para a via oral, devido ao perfil toxdesse cossolvente, e por isso foram
desconsideradas (CRISTOPHER, 1993).

Os diametros das goticulas das formulacdes I, IV mantiveram-se uniformes e na
escala nanométrica durante o estudo de estabilatalerado. O mesmo ndo aconteceu para a
formulacéo Ill, a qual ndo apresentou homogeneidadgistribuicdo de tamanho de goticula.

A partir da comparacéo realizada entre as formelglispostas em camara climatica e
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aquelas armazenadas sem controle de temperaturaidade, a formulacdo IV ndo se
apresentou estavel, houve preciptacdo do farmguar €50, ela foi desconsiderada.

As formulacdes | e Il apresentaram resultados desi, no entanto, a Il foi escolhida
para a realizacdo dos estudos de liberacdo e pgiimeasto que, em geral, as formulagbes

que solubilizaram o farmaco na formulacdo prontasgntaram melhores resultados.

4.4 Viscosidade

As medidas da viscosidade da formulacao Il foraalizadas em quatro velocidades
diferentes, 6, 12, 30 e 60 rpm, a 25°C. Os valaesviscosidade foram obtidos pela
multiplicagcdo da constant&k)(pelo tempo de escoamento (t) e densidade (d)nuzstea
(figura 15).0 valor dek encontra-se estabelecido no manual do aparelqoaeto que t e d
correspondem a leitura que o viscosimetro realimafngdo da amostra e da velocidade
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). Os resultados entawlos estdio representados na
tabela 22.

n =k.t.d

Figura 15: Equacéo da viscosidade, ondg = viscosidade (cP)k = constante; t = tempo de
escoamento do volume; d = densidade (Farmacopéiadsileira, 1988).

Tabela 22: Medida da viscosidade da formulacéo |IEsta analise foi realizada nas velocidades de
6, 12, 30 e 60 rpm. O valor da viscosidade (cP) fmlculado pela multiplicacdo da constante (k) pelo
tempo de escoamento (t) e densidade (d) da amostra.

Velocidade (rpm) k txd Viscosidade (cP)
6 10 9,5 95,0
12 5 19 95,0
30 2 48 96,0

60 1 96,5 96,5
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Os valores da viscosidade da formulacéo Il foradximos a 95,0 cP, independente
da velocidade empregada no viscosimetro. As miansfias sdo sistemas conhecidos pela
sua baixa viscosidade, no entanto, a faixa ideallugqna microemulsédo deve apresentar ndo
esta descrita em literatura cientifica. Os resoka@ncontrados foram comparados a
viscosidade de fluidos de interesse no meio farotace (tabela 23), observando-se maior
semelhanca da microemulsédo de dapsona com o Olelivdeo qual possui viscosidade igual
a 84,0 cP (AULTON, 2005).

Tabela 23: Viscosidade de alguns fluidos de interss farmacéutico, medida em cP (Adaptada de
AULTON, 2005).

Fluidos Viscosidade (cP)
Cloroférmio 0,58
Agua 1,002
Etanol 1,20
Oleo de oliva 84,0
Oleo de ricino 986,0
Glicerina 1490,0

A viscosidade é importante para a obtencdo dem#pdes sobre forma, tamanho e
grau de hidratacdo das micelas (RO8S&l, 2007). As microemulsdes sado conhecidas por
apresentarem um baixo valor de viscosidade. De rgedd, 0 aumento da viscosidade tende
a diminuir a taxa de liberacdo do farmaco, por auarea rigidez da estrutura das
microemulsdes (TSAdt al, 2010).

4.5 Estudo de solubilidade da dapsona nos meiosldeeragcao
Os ensaios de solubilidade da dapsona nos meitibedlacdo foram realizados em
espectrofotometria de UV. As curvas de calibragdd&dmaco em suco gastrico e entérico

simulados foram realizadas em replicata (figuraslZ618 e 19).
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Curva de calibragao da dapsona em SGS
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Figura 16: Curva de calibracéo da dapsona em sucasgtrico simulado para a avaliagdo da solubilidaded
farmaco neste meio de dissolucéo. Esta figura cogponde a primeira replicata.

Curva de calibragédo da dapsona em SGS
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0 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 17: Curva de calibracdo da dapsona em suca@strico simulado para a avaliacdo da solubilidadeal
farmaco neste meio de dissolucao. Esta figura cosponde a segunda replicata.
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Curva de calibragao da dapsona em SES
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Figura 18: Curva de calibracdo da dapsona em suca&rico simulado para a avaliacdo da solubilidadem
farmao neste meio de dissolucdo. Esta figura corngsnde a primeira replicata.

Curva de calibragao da dapsona em SES
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Figura 19: Curva de calibracéo da dapsona em suca&rico simulado para a avaliagédo da solubilidade @
farmaco neste meio de dissolucdo. Esta figura cosponde a segunda replicata.

Os valores de solubilidade da dapsona em suctiicgas entérico simulados obtidos

a partir da equacéao da reta estao representadabeia 24.



100

Tabela 24: Solubilidade da dapsona em SGS (Suco g simulado) e SES (Suco entérico simulado). Os
ensaios foram realizados em replicata e consider@ae a média obtida.

Solubilidade da dapsona (pg/mL)

Meios

Rep 1 (ug/mL)) Rep 2 (ug/mL) Média (ug/mL)
SGS 2.844,9 2.471,2 2.658,05
SES 177,9 207,9 192,9

Devido as divergéncias existentes na literaturantyu ao volume necessario para
afirmar que a solucéo alcanca a condgiaé, considerou-se, para esse calculo, o maior valor,
ou seja, dez vezes o volume de meio necessaricoptggauma solucdo saturada. De acordo
com os resultados de solubilidade da dapsona tagdses do estudo de liberacdo, pode-se
afirmar que as condi¢cossmkforam atingidas.

A partir do valor da média da solubilidade da dapsem SGS (2.658,05 pug de
farmaco em cada 1,0 mL de SGS), considerou-se gda capsula de microemulsao de
dapsona continha 16,0 mg do farmaco. O volume de mecessario para solubilizar esta
guantidade de farmaco é aproximadamente 6,0 mLmgugplicado por 10 é igual a 60,0
mL. Como o estudo de liberacdo é realizado em d0@ermeio, que € o volume da cuba do
aparelho de dissolucao, a condigétk foi atingida.

A partir do valor da média da solubilidade da dapsem SES (192,9 pg de farmaco
em cada 1,0 mL de SES), considerou-se que cadalaage microemulsdo de dapsona
continha 16,0 mg do farmaco. O volume de meio rsgeciEs para solubilizar esta quantidade
de farmaco é aproximadamente 82,94 mL, que mué@b por 10 € igual a 829,4 mL. Como

o estudo de liberacao é realizado em 900 mL de,raaiondicasinkfoi atingida.
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4.6 Estudo de liberacdo do farmaco

4.6.1 Estudo de liberacédo do farmaco em suco gastinulado

O perfil de liberagdo da formulacdo Il foi avathadm suco gastrico simulado. Os
ensaios de liberacdo, realizados no aparelho dmldggo, foram feitos em replicata, e
consideraram-se as médias de cada tempo. As pagesistda dapsona dissolvidas, os valores

de desvio-padrao e desvio-padrao relativo estdeseptados na tabela 25, e na figura 20.

Tabela 25: Quantificagdo da dapsona em suco gastisimulado. Consideraram-se as médias das cubas.
DPR = Desvio-padréao relativo.

Tempo (min.) Média (% dissolvido) Desvio Padrao DPR (%)
15 91,49 2,85 3,11
30 107,65 3,01 2,80
45 111,63 1,43 1,28
60 113,07 1,90 1,68
120 114,61 2,14 1,87
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Figura 20: Gréfico do perfil de liberacao da formulcédo Il em suco gastrico simulado.
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Analisando-se os dados do perfil de liberacdo dmdt@acao Il em suco gastrico
observou-se que em 120 minutos de ensaio houve liberacdo proxima de 115% do

farmaco, sendo que mais de 90% dessa liberacameaaurs primeiros 15 minutos de ensaio.

4.6.2 Estudo de liberacdo do farmaco em suco gastiinulado + laurilsulfato de sédio 0,5%
(p/p)

Usualmente os tensoativos sdo adicionados aossrdeidissolucdo para aumentar a
solubilidade de farmacos insollveis ou pouco saéigm agua e, assim, evitar a preciptacéo
desses compostos. Os tensoativos enddégenos aumemggam de dissolucdo de farmacos de
baixa hidrossolubilidade e auxiliam a solubiliz¢cleles no organismo antes de serem
absorvidos (SILVA & VOLPATO, 2002; BROWAIt al, 2006).

De forma a simular o ambienia vivo, muitas vezes tensoativos sintéticos s&o
adicionados aos meios de dissolucéo, sua concaatpage variar de 0,5 a 5,0% p/p. A fim
de avaliar o efeito do tensoativo no meio de diggm, selecionou-se para esse estudo o
laurilsulfato de sodio a 0,5% (p/p), por ser um dessoativos mais utilizados nas
monografias da Farmacopéia Americana (USP) (SILVX@LPATO, 2002).

O perfil de liberacdo da formulacao Il foi avallaedm suco gastrico simulado com a
adicao de laurilsulfato de sodio. Os ensaios agditho, realizados no aparelho de dissolugéo,
foram feitos em replicata, e consideraram-se asaméte cada tempo. As porcentagens da
dapsona dissolvidas, os valores de desvio-padd&s\eo-padréo relativo estao representados

na tabela 26, e na figura 21.
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Tabela 26: Quantificagdo da dapsona em suco gastisimulado com laurilssulfato de sédio 0,5% (p/p).
Consideraram-se as médias das cubas. DPR = Desviadpao relativo.

Tempo (min.) Média (% dissolvido) Desvio Padréo DPR (%)
15 90,42 6,98 7,72
30 96,13 6,38 6,64
45 98,45 2,00 2,03
60 97,19 1,80 1,85
120 98,39 0,16 0,16
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Figura 21: Grafico do perfil de liberagcdo da formubcao Il em suco gastrico simulado com
laurilssulfato de s6dio 0,5% (p/p).

Os dados obtidos a partir do perfil de liberacaofarmulacédo Il em suco gastrico
simulado + laurilsulfato de sédio 0,5% (p/p) mastra que mais de 98% do farmaco é
liberado no tempo total de ensaio. E assim comoenfqi observado no ensaio com suco
géastrico sem a adicao de tensoativo, a liberagéialinle dapsona foi maior que 90%.

Os dados do perfil de liberagcdo da formulacdo Il ®mo gastrico, na auséncia e
presenca de tensoativo, foram plotados em Excel@®@ paconstrucdo de um gréafico de

comparacao do comportamento da formulacédo nestes iifigura 21).



104

140
120
100
80
60
40
20

*

He

% Dissolvida

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

Tempo (minutos)

Figura 22: Grafico de comparagéo do perfil de libeacdo da formulacao Il em suco gastrico
simulado (representado pela cor lilas) e em suco gféco simulado com laurilssulfato de sédio 0,5% (p)
(representado pela cor rosa).

Analisando-se os dados e o gréfico de comparagdservou-se que a adigcdo do
laurilsulfato de s6dio ao meio nédo provocou o aumela liberacdo do farmaco. De acordo
com a analise estatistica, os meios de liberacd® &&GS+LSS apresentaram diferenca

significativa (p < 0,05), sendo que o suco gassmm tensoativo apresentou-se melhor.

4.6.3 Estudo de liberacdo em suco entérico simulado

O perfil de liberacdo da formulacéo Il foi avaliadm suco entérico simulado. Os
ensaios de liberacdo, realizados no aparelho dmldggo, foram feitos em replicata, e
consideraram-se as médias de cada tempo. As pagesistda dapsona dissolvidas, os valores
91,51 de desvio-padréao e desvio-padrao relativioasipresentados na tabela 27, e na figura

23.

Tabela 27: Quantificagdo da dapsona em suco enténisimulado. Considerou-se as médias das cubas.
DPR = Desvio-padréao relativo.

Tempo (min.) Média (% dissolvido) Desvio Padréo DPR (%)
15 91,51 5,53 6,04
30 106,37 3,03 2,85
45 111,80 2,13 1,90
60 112,41 1,26 1,12

120 113,90 1,30 1,14
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Figura 23: Gréfico do perfil de liberacao da formulcéo Il em suco entérico simulado.

A partir dos ensaios de liberacdo em suco enté&iowlado da formulacdo I
observou-se uma liberag&o inicial de 91,51% do d&one uma liberacdo final igual a

113,90%.
Os dados do perfil de liberacdo da formulacaanliseico entérico demonstraram que

no tempo total desse ensaio, a liberacao do farég@coxima de 114%. Da mesma forma que
ocorreu em suco gastrico, na auséncia e presentansieativo, mais de 90% do farmaco é
liberado logo no inicio do ensaio.

As liberagbes da formulagéo Il nos meios de digsaliserdo comparadas aos ensaios

de liberacdo da solucéo por dispersao do p6 dedaps
4.6.4 Estudo da cinética de liberacdo do farmaco

As cinéticas de liberacdo do farmaco em sucosigast entérico simulados foram
realizadas a partir dos dados obtidos no perfililmeracdo da formulacdo 1l. Estes dados
foram aplicados em modelos matematicos especii@@sos calculos. Os dados obtidos estéao
representados na tabela 28. Como os resultadosbdeddo em suco gastrico com
laurilsulfato de sodio apresentaram-se pioresturlesda cinética de liberagdo do farmaco foi

realizado somente para 0 suco gastrico sem temgoati
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Tabela 28: Cinética de liberagao da formulacéo Il as meios suco gastrico simulado (SGS), suco gagtric
simulado + laurilssulfato de sédio 0,5% p/p (SGS+LS 0,5% p/p) e suco entérico simulado (SES), e seus
respectivos coeficientes de correlacgéo linear {R

Modelo Meio de liberacao R?
SGS 0,93134
Ordem Zero
SES 0,82451
SGS 0,94231
Primeira ordem
SES 0,82273
- SGS 0,95441
Higuchi
SES 0,86026

O modelo de cinética de liberacdo de Higuchi aptesemelhor adequacdo com os
dados obtidos de acordo com os coeficientes delagéo linear. Nesse modelo a taxa de
liberacdo do farmaco esta relacionada com a raadrqda do tempo, e 0 seu mecanismo de
liberacdo dos farmacos € descrito como um procdssdifusdo baseado na lei de Fick
(MANADAS, PINA & VEIGA, 2002; LOPES, LOBO & COSTA2005).

O fluxo de liberac&oJj foi obtido através do valor de inclinacdo da.r&m suco
gastrico esse valor foi igual a 2,4146 mg/min.,uamjo que em suco entérico ele foi 2,717
mg/min.. Os tempos de laténcia da formulacéo fodeterminados a partir da equacéo da

reta, sendo igual a 39,24 minutos em SGS e 33,8ditas em SES.

4.6.5 Avaliacdo do comportamento da microemuls@onmeios de liberacéo

O comportamento da formulagéo Il nos meios dedit@o foi avaliado, adicionando-a
em suco gastrico e entérico simulados por 120 msndé ensaio. Foram recolhidas aliquotas
de cada ensaio para a analise de distribuicdordantao da goticula, observacéo visual, e
quantificacdo do farmaco. Essa avaliacdo nado falizadla para o meio de suco gastrico
simulado com laurilsulfato de sddio, pois a adigaotensoativo ndo demonstrou vantagens

nos ensaios de liberacdo. Os dados encontradasrepté@sentados na tabela 29.
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Tabela 29: Comportamento da formulacao Il em sucogastrico e entérico simulados (SGS e SES) apés 2
horas de ensaio de liberacdo. Avaliou-se a aparéaalas amostras dissolvidas e o didmetro das gotiasl

(Hm).
i ; . Diametro da goticula o Quantificacdo do
Meio de liberagéo Aparéncia i
(Hm) farmaco (%)
SGS 2,5 Turva 92,90
SES 55 Turva 91,10

Analisando-se os dados de distribuicdo de tamalehgoticulas, observou-se que a
formulagdo ndo se mantém na escala nanométricadguela é dissolvida nos meios de
Iberacdo em estudo. Em suco gastrico simulado medié@ da goticula foi igual a 2,5um,
enguanto que em suco entérico este valor foi iguab um. A aparéncia turva deve-se aos
componentes oleosos da microemulsao.

As aliquotas da formulacgéo Il foram recolhidasialisadas por CLAE. A formulacdo
apresentou liberacdo de 92,90% e 91,10%, em swasiscg e entérico, respectivamente.
Portanto, conclui-se que ndo ocorre preciptacadagaona nesses meios, o que confirma os

resultados de liberacao.

4.7 Estudo da solucéo por disperséo do p6 de dapsonos meios de liberacéo

Os ensaios de liberacao realizados com a dispdospo de dapsona tém o objetivo de
comparar a liberacdo do farmaco nao incorporadosisbema microemulsionado com as

microemulsdes de dapsona 2,0% - formulacéo Il.

Os tempos de recolhimento das aliquotas foranbestzidos em 5 e 120 minutos de
ensaio. Na tabela 30 estdo representados os datidsso Como os ensaios foram realizados

em triplicata, consideraram-se as médias.
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Tabela 30: Quantificagdo da solucao por dispersdcd6 de dapsona em suco gastrico simulado (SGS),
suco gastrico simulado + LSS 0,5% (SGS + LSS 0,5%)suco entérico simulado (SES). Considerou-se as
médias das cubas.

Meios Tempo (min.) Media (% Devio padrédo DPR (%)
dissolvido)

SGS 05 27,85 10,95 39,32

SGS 120 76,02 1,17 1,54
SGS + LSS 0,5% 05 37,64 5,80 15,41
SGS + LSS 0,5% 120 74,43 0,69 0,93

SES 05 5,58 2,86 51,25

SES 120 78,84 1,69 2,14

Em suco gastrico simulado, a liberacdo do farnmacempo total do ensaio foi igual a
76,02%. Com a adicao do laurilsulfato de sodio mionde liberagéo, o resultado encontrado

foi 74,43%, e em suco entérico essa liberacamtalia 78,84%.

Os valores de desvio padrédo e desvio padréo reldids ensaios de liberacdo por
dispersdo do p6 no tempo de recolhimento em 5 wsnutostraram-se elevados. Isso
provavelmente aconteceu devido ao recolhimentdigaca ser logo apds a adi¢cdo do p6 ao
meio de liberacdo, pois os pos podem flutuar sobmeeio, ou ainda flocular-se ja que esta

sendo adicionado ao meio hidrofilico e a dapsdmdréfobica.

Comparado aos resultados de liberacdo da fornulih¢ca solucdo por dispersédo do
pé ao fim do ensaio apresentou uma liberacdo mguero resultado encontrado para a

microemulséo de dapsona em apenasl5 minutos.

A taxa de dissolucédo de farmacos de classifichg@armacéutica Il, na maioria das
vezes, € um fator limitante para a sua absorcaoNM2AS, PINA & VEIGA, 2002). De
acordo com os resultados de liberacdo obtidos pafarmulacdo Il observou-se que a
incorporacdo da dapsona, classificada como farndeoclasse Il, em microemulsao

demonstrou um aumento significativo na taxa dedif@o do farmaco.
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4.8 Estudo de permeacao do farmaco em células Cazo-

Os ensaios de permeabilidade células Caco-2 dneie, a ferramenta vitro mais
utilizada para prever a absorcdo oral dos farmdessas células apresentam caracteristicas
morfologicas e bioquimicas semelhantes as carsiited das células intestinais humanas

(PAIXAO, GOUVEIA & MORAIS, 2010).

Os dados de permeacdo da dapsona (fp/em funcdo do tempo (horas) estéo
representados na tabela 31 e na figura 24.

Tabela 31: Quantificacdo da dapsona no estudo derpseacdo em células Caco-2.

) Farmaco Permeado
Tempo (min.)

(ug/cnt)

30 min. 0,082
1 hora 0,187
2 horas 0,420
4 horas 0,828
6 horas 1,239
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Figura 24: Gréfico de permeacao da formulacao Il entélulas Caco-2.
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O coeficiente de permeabilidade aparentedRcalculado a partir dos dados obtidos
no ensaio de permeabilidade foi igual a 5,05 ¥ tfh/s. Os farmacos que apresentam
absorcdo entre 70 a 100% possueappfnaior que 10,0 x IDcm/s, os moderadamente
absorvidos, sao aqueles que apresentam de 20 a&@¥sorcao e apresentam valor aeP
de 1,0 a 10,0 x IDcm/s. Por fim, os farmacos comagb menor de 1,0 x I cm/s sdo
classificados como de baixa permeabilidade. (LANJ, & NG, 2010). A dapsona pertence a
classe biofarmacéutica Il, pois possui alta perilidabde nas membranas biologicas e baixa
solubilidade em agua (LINDENBERG, KOPP & DRESSMAR)04). O valor obtido, no
entanto, vai de encontro a tal afirmativa. Destanfy € necesséria a repeticdo deste ensaio
para a obtencédo de resultados em triplicata, parérimar o valor obtido.

Para efeito de comparacao, Lam e colaboradore®)2@lcularam o coeficiente de
permeabilidade aparente da dapsona, encontrandealomigual a 27,9 x I®cm/s, o que
demonstra boa absorcdo através da monocamada de2GaéM, XU & NG, 2010). De
acordo com Paixdo e colaboradores (2010), os fasnantimicrobianos sulfadiazina e
sulfametoxazol (figura 25), que séo estruturalmeaetacionados a dapsona, visto serem
aminas que possuem um grupamento sulfona liga@gmelcaromatico, apresentam valores de
coeficientes de permeabilidade iguais a 17,78 X In/s e 13,18 x ID cmis,
respectivamente.

Embora esses valores sejam utilizados como refegras variaveis existentes entre
diferentes laboratérios devem ser consideradas, @as podem apresentar influéncias na
obtencdo dos resultados. As condi¢cdes experimeptas heterogeneidade das linhagens
celulares s&o alguns exemplos dessas variaveisXf\ GOUVEIA & MORAIS, 2010).

Esta afirmativa corrobora com a necessidade daaeab do ensaio em triplicata.
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5 CONCLUSOES

Foi possivel desenvolver microemulsbes de dapsatiezando tanto o isobutanol
como o propilenoglicol como cossolventes. As miorolsdes apresentaram tamanho de
goticula nanométrico, e indice de refracdo e cavidatle que as caracterizaram como
sistemas A/O. No ensaio de estabilidade acelemamentanto, a maioria das formulagdes
mostrou-se instavel. Esse parametro pode ser naelbopois neste trabalho ndo houve adicéo
de excipientes capazes de prolongar a estabilidadeformulagbes farmacéuticas, como
conservantes e antioxidantes. A formulacao Il fxothida para os estudos de liberacédo e
permeacado do farmaco por apresentar melhores edstics.

Foram preparadas capsulas de gelatina dura canteioemulsdo de dapsona para
0s ensaios de liberacdo do farmaco em SGS e SHBeracdo do farmaco a partir da
formulacdo Il apresentou um aumento consideravefara de dissolucédo, comparado aos
ensaios realizados para a solugéo por dispers@o die dapsona. Esta formulacdo seguiu a
cinética de liberacao de Higuchi.

As microemulsdes de dapsona desenvolvidas poderhorael os parametros de
absorcéo, biodisponibilidade e estabilidade do &&on e reduzir seus efeitos adversos, em
decorréncia da possivel diminuicdo da dose farrogam@mente ativa. Alguns ensaios,

portanto, devem ser ainda realizados para conf@mee tais afirmativas.
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