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Resumo 

 

A asma é definida como uma doença inflamatória crônica de caráter 

multifatorial, caracterizada pela obstrução reversível das vias aéreas, denso 

infiltrado inflamatório e hiper-reatividade brônquica a estímulos externos. 

Clinicamente, a doença é marcada por sintomas episódicos de dispneia, sibilo, 

tosse seca e sensação de aperto no peito. A terapia convencional da asma 

compreende o uso de anti-inflamatórios e broncodilatadores. A budesonida é um 

glicocorticoide esteroide e é dos fármacos mais utilizados na terapêutica da 

asma. No entanto, a budesonida apresenta baixa biodisponibilidade oral e o uso 

prolongado pode levar a efeitos adversos graves como afinamento da pele e 

supressão adrenocortical. No desenvolvimento de novas formulações, a 

avaliação da toxicidade é de extrema importância. Por conseguinte, o uso de 

cultura celular é de grande valia no desenvolvimento de protocolos para 

avaliação da toxicidade de novas formulações. Adicionalmente, a 

nanotecnologia é uma ferramenta importante para resolver problemas de 

biodisponibilidade e para contornar efeitos adversos da terapêutica 

convencional. Desta forma, o objetivo desta tese foi desenvolver um novo 

sistema nanoestruturado na forma de pó seco para inalação (Dry powders 

inhalers – DPI), obtido por aspersão contendo budesonida encapsulada, visando 

o tratamento da asma aguda e crônica. Essa proposta foi baseada na obtenção 

de um sistema pulverulento nanoestruturado com tamanho reduzido e 

controlado, visando a entrega pulmonar da budesonida. Na etapa de pré-

formulação foi realizado um estudo fatorial avaliando diferentes métodos de 

preparação das nanocápsulas e os adjuvantes de secagem utilizados. As 

análises de tamanho de partícula, da formulação selecionada (nanocápsulas 

contendo budesonida e secas por aspersão com leucina) mostraram um 

tamanho reduzido e adequado para a administração pulmonar (2,7 μm). A 

morfologia demonstrou que estas partículas possuem um tamanho reduzido, 

forma esférica e superfície irregular, características importantes para a 

administração pulmonar. Quando analisada a distribuição pulmonar in vitro, em 

Impactador de Andersen, a formulação apresentou uma fração de partículas 

finas (Fine Particle Fraction – FPF) de 28%. Analisando os resultados dos 



 
 

experimentos em modelos de asma aguda e crônica induzidos por ovalbumina, 

os resultados da mecânica respiratória e função pulmonar mostraram uma 

diminuição na resistência e na elastância pulmonar, quando a budesonida 

nanoencapsulada foi utilizada, quando comparada com uma formulação 

comercial de budesonida, nas duas doses utilizadas (0,5 e 1,0 mg/Kg). Esse 

tratamento com nanocápsulas também mostrou eficiência na redução da 

inflamação, pela redução do número de leucócitos totais no fluido de lavagem 

bronco alveolar (Broncho Alveolar Lavage Fluid – BALF) e, principalmente, 

redução significativa no número dos eosinófilos no infiltrado pulmonar. 

Corroborando esses resultados, a quantificação da eotaxina – 1 e das citocinas 

pró-inflamatórias foram reduzidas, quando comparadas ao tratamento comercial. 

A análise histopatológica mostrou que quando o tratamento com as 

nanocápsulas foi utilizado, a produção de muco foi reduzida, bem como a 

produção de fibrose sub-epitelial, sugerindo um possível efeito sobre o 

remodelamento tecidual. Os resultados de toxicidade utilizando linhagem celular 

epitelial pulmonar (H441) mostrou uma redução na toxicidade da budesonida, 

quando encapsulada nas nanopartículas, tanto na forma de suspensão como na 

forma pulverulenta. Essa redução da toxicidade foi de 75% e de 50%, na dose 

de 100 µg/mL, para a suspensão e para o DPI, respectivamente. O conjunto dos 

resultados obtidos mostrou a potencial aplicabilidade da budesonida 

nanoencapsulada para o tratamento da asma, utilizando esse novo sistema DPI. 

Palavras-chaves: asma, budesonida, nanocápsulas, spray-drying, pós-secos, 

cultura celular, H441. 

  



 
 

Abstract 

 

Asthma is characterized as a chronic inflammatory disease developed by 

multifactorial aspects such as genetic predisposition and exposure to 

environmental factors such as pollution, smoke and microorganisms. The 

conventional asthma therapy comprises the use of bronchodilators and anti-

inflammatory. Budesonide is a glucocorticoid and is the most frequently used 

therapy in the treatment of asthma. However, this drug has low oral bioavailability 

and long term use may lead to adverse effects such as skin thinning and adrenal 

suppression. The evaluation of the toxicity of new formulation has critical role in 

the pharmaceutical development. The use of cell culture experiments can help 

this aspect. Additionally, nanotechnology is an important tool to solve problems 

regarding bioavailability and to circumvent adverse effects of conventional 

therapy. The aim of this work was to develop a nanostructured system as dry 

powder inhaler (DPI) containing budesonide loaded, obtained by spray-drying, 

targeting the treatment of acute and chronic asthma. This proposal was based on 

obtaining a nanostructured powder system with reduced and controlled size, 

aiming an alternative to treatment of asthma. A factorial study comparing different 

methods to produce the nanocapsules as well as the type of drying adjuvants 

was performed. The particle size of the selected formulation was 2.7 μm, an 

adequate reduced size suitable for pulmonary administration. The morphology of 

these particles showed a small size, spherical shape and irregular surface. All 

these characteristics are important for pulmonary administration. When analyzed 

the in vitro pulmonary distribution of the DPI, using an Andersen Cascade 

Impactor, showed a fine particle fraction (FPF) of 28%. Analyzing the results of 

the biological experiments, the mechanical respiratory and pulmonary function 

showed a decrease in lung elastance and resistance when budesonide was used 

nanoencapsulated compared with a commercial formulation of budesonide in two 

doses (0.5 and 1.0 mg / kg). Both treatments also showed nanocapsules 

efficiency in reduction of inflammation by reducing the total of leukocytes in the 

bronchial alveolar lavage fluid (BALF) and especially significant reduction in 

eosinophil infiltration in the lung tissue. Corroborating with these results, the 

quantification of eotaxin - 1 and proinflammatory cytokines was reduced when 



 
 

compared to commercial budesonide treatment. Histopathological analysis 

showed that when treatment with the nanocapsules was used, mucus production 

was reduced and reversed the phenomena of airway remodeling. The cytotoxicity 

assay by Alamar blue using the bronchial epithelium cell line (H441) showed a 

reduction on the toxicity of budesonide when the nanocapsules were used even 

in suspension or in the DPI. The cytotoxicity reduction were 75 and 50%, at 100 

µg/mL, for the suspension and the DPI, respectively. All these results show that 

budesonide-loaded nanocapsules in dry powder inhaler is a promising approach 

for the treatment of asthma. 

Key words: asthma, budesonide, dry powder inhaler (DPI), nanocapsules, cell 

culture, H441.  
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 O sistema respiratório compreende os órgãos de conexão entre o meio 

externo e o organismo para as trocas gasosas. Esse sistema é constituído, 

basicamente, pelas vias aéreas superiores e inferiores. As vias aéreas 

superiores são formadas pelo nariz, cavidade oral, laringe e faringe; e as vias 

aéreas inferiores são formadas pela árvore bronco-traqueal e zona respiratória 

(alvéolos respiratórios) (1). 

A via pulmonar tem sido amplamente estudada nos últimos anos como 

sendo uma via de administração de fármacos alternativa às vias convencionais. 

A via pulmonar apresenta vantagens importantes para a obtenção de ação local 

ou sistêmica de fármacos, como: elevada área superficial alveolar, aumento da 

biodisponibilidade local, possibilidade de redução de frequência de dose e de 

efeitos adversos, entre outros (2-4). 

O desenvolvimento de novos sistemas para a administração de 

fármacos é uma ferramenta importante na terapêutica de doenças sistêmicas e, 

principalmente, doenças pulmonares locais. No entanto, algumas características 

importantes são necessárias para o desenvolvimento de novas formas 

farmacêuticas visando a via pulmonar. A forma, características de superfície e o 

tamanho reduzido (1 – 5 μm) são os principais aspectos no desenvolvimento de 

novos sistemas. Entre os sistemas desenvolvidos para a administração 

pulmonar, destacam-se os pós-secos para inalação (dry powders inhalers – DPI) 

(2, 5, 6). 

A asma é uma doença multifatorial decorrente de fatores genéticos e 

exposição a fatores ambientais, como fumaça e micro-organismos. É 

caracterizada por ser uma doença inflamatória crônica das vias aéreas e 

apresenta hiper-reatividade e remodelamento das vias aéreas. A reação 

inflamatória no tecido pulmonar é exacerbada e caracterizada pela quantidade 

elevada de leucócitos no infiltrado pulmonar, principalmente, por eosinófilos (7-

9). 

O tratamento de primeira escolha da asma é o uso de glicocorticoides, 

principalmente, a budesonida. No entanto, a administração deste fármaco pela 

via oral apresenta uma baixa biodisponibilidadel, além de promover efeitos 

adversos graves, como afinamento da pele e imunossupressão (10). 
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A nanotecnologia é a aplicação de uma ciência multidisciplinar, 

largamente estudada atualmente, que oferece vantagens no desenvolvimento de 

novos sistemas para carreamento de fármacos. O uso de nanosistemas 

proporciona características peculiares, frente aos sistemas convencionais de 

administração de fármacos, como por exemplo, o aumento da biodisponibilidade 

de fármacos, a diminuição de efeitos adversos, a possibilidade de redução de 

dose, o aumento na estabilidade de fármacos, entre outros (11-13). 

O uso de modelos de cultura celular epitelial apresenta diversas 

vantagens no seu uso. Em particular, células das vias aéreas podem ser usadas 

para avaliar mecanismos de absorção, metabolismo e transporte de fármacos 

(14, 15). O uso de linhagens celulares epiteliais pulmonares é de relevante 

importância para a avaliação de novas formulações em termos de toxicidade e 

internalização celular (16, 17). 

Neste contexto, é de grande interesse o desenvolvimento de novos 

sistemas DPI aliando várias tecnologias. No presente trabalho, propomos o uso 

de sistemas inovadores de DPI baseados em nanotecnologia para a 

administração via pulmonar como uma nova plataforma tecnológica para o 

tratamento da asma. Desta forma, o objetivo deste estudo foi desenvolver um 

novo sistema DPI a base de nanocápsulas de núcleo lipídico contendo 

budesonida produzidas na forma de pó respirável, visando ao tratamento da 

asma. 
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2.1 Objetivo geral 

 

O desenvolvimento de uma formulação de nanocápsulas de núcleo 

lipídico contendo budesonida na forma pulverulenta veiculadas como dry 

powders inhalers (DPI) e valiar o efeito deste novo sistema em modelos animais 

de asma aguda e crônica e a toxicidade in vitro utilizando linhagens celulares 

pulmonares. A hipótese do trabalho é de que a formulação desenvolvida 

permitirá um tratamento seguro e mais eficaz do que o apresentado pelo produto 

comercial. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Realização de um estudo fatorial de pré-formulação, avaliando a 

preparação das suspensões de nanocápsulas de núcleo lipídico e os 

adjuvantes de secagem utilizados; 

 Caracterização físico-química das suspensões e dos pós-secos 

obtidos; 

 Estudo do efeito da formulação nanoestruturada escolhida em modelo 

animal de asma aguda e crônica, avaliando: 

 

 Mecânica respiratória e função pulmonar em termos de 

resistência e elastância pulmonar; 

 Avaliação do fluido de lavagem bronco alveolar (BALF) para 

contagem de leucócitos totais e análise diferencial no infiltrado 

pulmonar; 

 Quantificação de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias no 

tecido pulmonar; 

 Análise histopatológica do tecido pulmonar. 

 

 Avaliação da toxicidade in vitro da formulação escolhida utilizando 

cultura celular em linhagens pulmonares: bronquial epitelial (H441) e 

de monócitos diferenciados em macrófagos (THP-1); 
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 Avaliação da captação celular na linhagem bronquial epitelial (H441) 

utilizando a formulação selecionada e polímero marcado com 

rodamina (PCL-Rod).  
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3.1 Anatomia do sistema respiratório 

A conexão entre o meio ambiente e os pulmões ocorre através das vias 

aéreas, que são divididas em superiores e inferiores. As vias aéreas superiores 

são constituídas pelo nariz, cavidade oral, laringe e faringe. Estas partes iniciais 

do sistema respiratório possuem 4 funções importantes: condução do ar 

inspirado e expirado, umidificar e aquecer o ar inspirado, prevenção da entrada 

de partículas estranhas até a árvore brônquica e funções de fala e olfato (18, 19). 

As vias aéreas inferiores são constituídas pela árvore bronco-traqueal que 

é dividida em duas grandes partes: zona de condução que é formada pela 

traqueia, brônquio principal, brônquio segmentado, bronquíolos e bronquíolos 

terminais; e a zona respiratória que é formada pelos bronquíolos respiratórios, 

dutos alveolares e sacos alveolares (19). 

A parte distal do sistema respiratório é formada por 3 partes essenciais: 

os brônquios respiratórios, dutos alveolares e os sacos alveolares, que são a 

parte principal e funcional da troca gasosa entre o meio externo e o organismo 

humano (19, 20). Existem cerca de 300 milhões de alvéolos, em um adulto, com 

cerca de 75 – 300 μm de diâmetro e cerca de 95% desta área alveolar é revestida 

por capilares alveolares, local onde ocorrem as trocas gasosas (19). 

O órgão que comporta parte do sistema respiratório, principalmente as 

vias aéreas inferiores, são os pulmões. O pulmão direito é maior e mais pesado 

do que o esquerdo e é dividido em 3 lobos, enquanto o pulmão esquerdo possui 

2 lobos (19). 

A ventilação é definida como o processo que move os gases respiratórios 

do meio externo para os pulmões e vice-versa. Envolve a entrada de oxigênio do 

meio ambiente para os alvéolos pulmonares e a saída do dióxido de carbono dos 

pulmões para o meio externo. Para o entendimento do processo de ventilação é 

preciso abordar os 4 seguintes aspectos: as diferenças de pressão através dos 

pulmões; as propriedades elásticas intrínsecas dos pulmões; as características 

dinâmicas dos pulmões que afetam a ventilação e situações normais e anormais 

de ventilação (19). 

O gradiente de pressão existente entre a atmosfera e os pulmões é o 

responsável pela entrada e saída de ar e ainda pela manutenção (Figura 1) e um 
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nível basal inflado dos pulmões. O fluxo de ar sempre vai de um local com uma 

pressão maior para um de menor pressão. A Figura 1 ilustra, resumidamente, a 

troca gasosa de oxigênio e de gás carbônico entre o meio externo e os pulmões. 

 

 

Figura 1. Representação da troca gasosa mostrando o aumento da PO2 

alveolar e a concomitante diminuição da PCO2 alveolar (retirado de 

Fishman 2008). 

A entrada e saída de ar da atmosfera para o sistema respiratório e vice-

versa ocorrem devido à pressão através das vias aéreas e à pressão 

transpulmonar em resposta da ação do diafragma, que é o principal músculo 

respiratório. No momento da inspiração ocorre a contração do diafragma e 

posterior movimento deste músculo para baixo, proporcionando um aumento no 

volume torácico e uma diminuição das pressões intra-pleural e intra-alveolar, 

permitindo, assim, a entrada do ar da atmosfera através da árvore bronco-

traqueal para os pulmões. Por outro lado, no momento da expiração ocorre o 

relaxamento do diafragma que volta para a posição inicial, proporcionando uma 

diminuição no volume do tórax e aumento das pressões intra-pleural e intra-

alveolar (19, 21). 

Os pulmões possuem uma capacidade elástica própria assim como a 

parede torácica, no entanto os movimentos de elasticidade de cada sistema 

elástico são opostos. O tórax tem uma tendência a se expandir decorrente do 
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movimento dos ossos do tórax e dos músculos torácicos. Por outro lado, os 

pulmões convergem para movimentos de contração devido às propriedades 

elásticas do tecido pulmonar (19). 

 Duas propriedades importantes dos pulmões são a resistência e a 

complacência. A resistência é matematicamente definida como sendo a 

diferença de pressão entre a boca e os alvéolos dividida pela taxa de fluxo de ar, 

ou seja, é o fluxo que um volume de ar passa pelas vias aéreas, uma função de 

gradiente de pressão e a resistência criada pelas vias aéreas à entrada do ar. 

Por outro lado, a complacência é definida como sendo a facilidade de 

acomodação dos pulmões durante o processo de respiração. Por sua vez, a 

elastância é o inverso da complacência, definida como a resistência de um objeto 

à deformação (19).  

 

3.2 Via pulmonar 

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

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

sendo uma via de primeira escolha para o tratamento de doenças das vias 

aéreas e infecções locais e, ainda, para tratamentos sistêmicos (2, 4, 5, 22, 23). 

A via pulmonar aparece como uma das principais vias de administração 

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

diversas vantagens como a extensiva vascularização tecidual, grande potencial 

para produzir um máximo benefício terapêutico, fina barreira epitelial (0,1 – 0,2 

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

baixa atividade metabólica, ausência de metabolismo de primeira passagem, 

aumento da biodisponibilidade de fármacos, possibilidade de diminuição dos 

efeitos adversos de certos fármacos e de diminuição de frequência de dose (3, 

6, 24-26). 

As principiais vantagens do tratamento pulmonar local são: a diminuição 

dos efeitos colaterais sistêmicos e as altas doses da medicação aplicada no sítio 

de ação de fármacos. Por outro lado, mesmo sendo uma das vias mais utilizadas 

para o tratamento de doenças respiratórias, apresenta algumas desvantagens 

como a rápida depuração mucociliar e a necessidade de aplicação de 3 ou 4 

doses diárias de fármaco (2, 6, 27, 28). As principais doenças pulmonares que 
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são alvo da administração de fármacos pela via pulmonar visando ao tratamento 

local são a asma, a doença pulmonar obstrutiva crônica, a hipertensão arterial 

pulmonar, a silicose, o câncer e a fibrose cística (4, 6, 24, 29-31). 

O tamanho de partícula é um dos parâmetros mais importantes a ser 

levado em consideração no desenvolvimento de novos sistemas para 

administração pulmonar, juntamente com a distribuição de tamanho, forma, 

superfície, carga, densidade e higroscopicidade, sendo o diâmetro de partícula 

o fator mais determinante para uma deposição pulmonar adequada (6, 26, 30). 

Os mecanismos de impactação e de distribuição das partículas no trato 

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

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

respiração, tamanho de partícula (>5 µm) e densidade. Por sua vez, partículas 

com tamanhos inferiores a 5 µm podem ser transportadas para dentro da 

traqueia (2, 6, 26, 32, 33). Para alcançar as partes mais profundas dos pulmões 

e aperfeiçoar a deposição pulmonar dos fármacos, esses sistemas 

desenvolvidos devem apresentar um diâmetro aerodinâmico entre 1 e 5 µm. 

Essa faixa de tamanho é relatada na literatura como a faixa ideal para sistemas 

candidatos à administração pulmonar, pois partículas com tamanho superior a 5 

µm usualmente ficam depositas na região orofaríngea e são ingeridas e/ou 

expelidas; por outro lado, partículas com diâmetro inferiores a 1 µm podem não 

chegar às partes mais profundas dos pulmões devido ao movimento Browniano 

que adquirem no fluxo de ar e podem ser exaladas na expiração (2, 5, 25-27, 29, 

34). 

O uso de adjuvantes carreadores de partículas para a administração 

pulmonar visa evitar a formação de aglomerados devido à coesão destas 

partículas e aumentar o fluxo dos pós melhorando a aerolização (5). A 

disponibilidade de adjuvantes que melhorem as características de aerosol de um 

fármaco candidato para a administração pulmonar é limitada. Neste contexto, 

desenvolve-se a busca por estratégias alternativas como a engenharia de 

partículas que apresentem propriedades adequadas e boa dispersibilidade (6, 

26). 

Tendo em vista que a escolha e o uso de adjuvantes que podem melhorar 

o comportamento aerosol de formulações pulverulentas para a administração 
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pulmonar é restrito, o desenvolvimento de novos sistemas particulados 

carreadores de fármacos têm recebido uma atenção diferenciada nas pesquisas 

científicas. Esse desenvolvimento de partículas planejadas melhora parâmetros 

importantes como o tamanho, a morfologia e a estrutura das partículas. Os 

principais objetivos deste desenvolvimento é a obtenção de partículas com 

estreita faixa de distribuição de tamanho, melhor dispersibilidade, aumento na 

estabilidade e na biodisponibilidade de fármacos, além da obtenção de perfis de 

liberação controlados/sustentados e vetorização precisa (6, 26). 

Existem várias opções para a redução de tamanho de partículas sólidas 

pulverulentas, sendo a primeira, geralmente, a micronização. Porém, poucas 

técnicas de micronização conseguem produzir partículas com tamanho 

controlado na faixa de 1 – 5 µm (35). Por outro lado, podem ser obtidos pós-

secos a partir de soluções ou dispersões por spray-drying, spray-freeze-drying 

ou nanospray-drying, técnicas que permitem a obtenção de partículas de 

tamanho reduzido e com faixa de distribuição controlada, além de apresentar 

uma desaglomeração e formação de aerosol mais adequada para a 

administração pulmonar (2, 6, 25, 26). 

Dispositivos para administração de fármacos pela via pulmonar podem ser 

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

pressurizados (MDI) e inaladores de pó-seco (DPI). Um bom dispositivo deve 

gerar um aerossol adequado, com partículas de tamanho controlado (1 – 5 µm), 

além de promover a estabilidade química e física do fármaco na formulação, ser 

simples, conveniente, ter baixo custo, ser portátil e de fácil manuseio (2, 4, 6, 24, 

26, 31, 36). 

Os nebulizadores foram os primeiros dispositivos desenvolvidos 

disponíveis no mercado. No entanto, esses dispositivos apresentam 

desvantagens importantes, como a baixa eficiência, baixa reprodutibilidade e alta 

variabilidade de dose. Além disso, o tempo elevado para a obtenção do efeito 

(cerca de 30 min), a ausência de portabilidade e a limpeza do dispositivo são 

desvantagens inerentes da técnica (6). 

Inaladores do tipo MDI (inaladores de dose-medida pressurizados) foram 

desenvolvidos, principalmente, para o uso no tratamento da asma na década de 

50. Todavia, estes dispositivos são, reconhecidamente, agressores do meio 
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ambiente, pois são produzidos com gases do tipo cloro flúor carbono (CFC) e 

apenas uma pequena parte do fármaco que sai do dispositivo chega às partes 

mais profundas do pulmão, devido à combinação da alta velocidade que o 

fármaco sai do atuador e a má coordenação entre o dispositivo e a inalação. A 

quantidade de fármaco que fica na boca e na região orofaríngea é variável a 

partir deste tipo de dispositivo. Trabalhos na literatura mostram que a perda, 

usando dispositivo do tipo MDI, é superior a 70%, podendo chegar até 90% (2, 

6, 36). 

Devido aos problemas apresentados pelos dispositivos supracitados, foi 

desenvolvido um sistema inalatório simples, pequeno, sem uso de propelentes 

e ambientalmente correto, utilizando pós-secos para inalação (Dry powder 

inhalers – DPI). Dispositivos do tipo DPI combinam a tecnologia da forma 

farmacêutica pó com o desenvolvimento de dispositivos para dispersar os pós-

secos como um aerossol no fluxo de ar respiratório dos pacientes. Portanto, 

requerem pouco ou nenhuma coordenação entre o atuador e a inalação e 

resultam, na maioria das vezes, em uma melhor administração e distribuição 

pulmonar de fármacos, quando comparados com dispositivos do tipo MDI (6, 24). 

O desenvolvimento de DPI’s é preferido por apresentarem melhor 

estabilidade, processamento, fácil manuseio e, geralmente, são produzidos em 

uma única fase e em estado sólido. São os preferidos para o uso no tratamento 

da asma e da doença pulmonar obstrutiva crônica. Atualmente, existem três tipos 

principais de DPI’s: dose unitária única (cápsulas em dose única), dose unitária 

múltipla e dose múltipla acomodadas em blíster ou em reservatório de fármaco 

de onde as doses serão administradas (2, 4, 6, 28, 36). 

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

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

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

tamanho, a densidade, as forças de coesão/adesão, a forma e a propriedade de 

superfície; 2) do desempenho e do desenvolvimento do atuador (geometria e 

tamanho) – desempenho, capacidade de desaglomeração do pó e a formação 

do aerossol no momento da liberação da forma farmacêutica a partir do atuador; 

3) da correta inalação que proporcione deposição correta nos pulmões, da forma, 

do tamanho e do correto posicionamento da cápsula no dispositivo e 4) do perfil 
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inalatório e da taxa de fluxo respiratório do paciente através do inalador que vai 

gerar o fluxo de ar para o trato respiratório. Evidentemente, essas características 

não podem ser observadas de forma separada e, sim, de forma concomitante (2, 

5, 6, 25, 26, 28, 29, 33, 34, 36, 37). 

No entanto, é difícil prever se uma partícula com velocidade e massa 

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

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

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

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

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

devido ao aumento do número de bifurcações nos pulmões, a força de 

sedimentação das partículas se torna muito importante para a chegada às partes 

mais profundas dos pulmões (2, 36). 

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

consideração no planejamento de sistemas particulados para definir o tamanho 

preferido. Alguns parâmetros considerados no desenvolvimento de partículas 

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

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

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

desaglomeração do pó durante a inalação (2, 36). 

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

administração pulmonar de fármacos ou sistemas carreadores de fármacos pode 

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

deposição in vivo ou a partir de estudos clínicos combinado com métodos 

farmacocinéticos (2, 36). O diâmetro aerodinâmico pode ser definido como o 

diâmetro de uma esfera com densidade unitária que, ao ser submetida a um jato 

de ar, alcança a mesma velocidade que uma partícula não esférica de densidade 

arbitrária (38).  

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

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

é a redução do diâmetro geométrico (dgeo) das partículas, desde que a 

densidade seja mantida; no entanto, isso pode aumentar a compactação das 

partículas por aumentar as forças de coesão e, consequentemente, uma maior 
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aglomeração e possibilidade de redução da aerolização da formulação 

pulverulenta. Outra forma de reduzir o daero é mantendo o dgeo e modificando 

a densidade da partícula, por exemplo: aumentando a porosidade ou 

aumentando o fator forma aerodinâmica, por exemplo: modificando as partículas 

para o formato de agulha (5). 

 

3.3 Asma 

A asma é caracterizada por ser uma doença inflamatória crônica das vias 

aéreas, por apresentar remodelamento e hiper-reatividade brônquica, resposta 

imune por células Th2 a agentes alergênicos inalados. Ocorre obstrução do fluxo 

de ar, secreção de muco e elevada infiltração de eosinófilos, neutrófilos e células 

T CD4+, hipertrofia da musculatura lisa e hiperplasia, além de aumento da 

deposição subcelular de colágeno e fibras elásticas (1, 7-9, 39). 

Esta doença é considerada uma síndrome, pois é resultado de várias 

manifestações e fatores distintos: clínicos, fisiológicos e patológicos. Pode ser 

dividida em asma intermitente, persistente leve, persistente moderada e 

persistente grave (1).  

A asma atinge cerca de 10% da população mundial. Estudos 

epidemiológicos apontam para um aumento importante no número de casos de 

asma no mundo, nas últimas cinco décadas, principalmente, pelo aumento da 

exposição das pessoas a agentes alérgicos e à poluição. No Brasil, o 

crescimento dos casos de asma está acima (13%) do índice mundial e esta 

doença é considerada um grave problema de saúde pública (9). 

A resposta asmática é caracterizada pela associação de fatores genéticos 

e ambientais. Estudos apontam uma região cromossômica responsável pela 

produção de Imunoglobulina do tipo E (IgE), que é um dos maiores fatores de 

risco associado ao desenvolvimento da doença. Usualmente, a asma se inicia 

na infância com a sensibilização das vias aéreas pela ação de alérgenos como 

ácaros, fungos, pólen, que desencadeiam respostas imunológicas que geram 

inflamação das vias aéreas. Portanto, o desenvolvimento do quadro asmático é 

uma soma de fatores importantes como o genótipo do paciente associado ao 
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tipo, tempo de exposição e dose do alérgeno, infecções paralelas e qualquer 

fator que possa promover este processo (40, 41). 

O processo de sensibilização de um indivíduo até um quadro estabelecido 

de asma é muito complexo e envolve vários mecanismos e liberação de 

quimiocinas intracelulares (Figura 2). Tudo começa com a inalação de um 

alérgeno que quando em contato no epitélio pulmonar é captado pelas células 

dendríticas presentes no epitélio e submucosa. Após a captação pelas células 

dendríticas, este antígeno é processado e apresentado aos receptores de 

células T CD4+ pelo sistema principal de histocompatibilidade de classe II (MHC 

II) (1, 8, 9). Após a apresentação do antígeno e diversas sinalizações, ocorre 

uma ativação e diferenciação das células nativas T no tipo T “helper” do tipo 2 

(Th2). Isso ocorre, principalmente, pela capacidade das células dendríticas de 

produzir interleucina IL-12 que favorece a maturação do tipo Th2. Os linfócitos 

Th2, nesta etapa, são produtores potentes de citocinas, principalmente, 

interleucinas: IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 (9, 41). Pode-se dizer que as 

citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 são as responsáveis pelo desenvolvimento da doença. 

A IL-5 favorece o aumento da população de eosinófilos ao estimular a 

diferenciação e sobrevida destas células. A IL-13 promove diretamente a hiper-

reatividade das vias aéreas, além de atuar sobre outras células das vias 

respiratórias induzindo a produção de fatores pró-inflamatórios e a secreção de 

muco. A IL-4, além de contribuir para diferenciação de linfócitos para o perfil Th2, 

atua em conjunto com a IL-13 na indução da troca de classes em linfócitos B, 

estimulando o rearranjo de segmentos genéticos que codificam a cadeia pesada 

de imunoglobulina, culminado com a produção de imunoglobulina E (IgE) 

específica, a qual distribui-se sistemicamente através dos vasos linfáticos. Após 

obter acesso ao tecido pulmonar, a IgE liga-se ao seu receptor de alta afinidade 

(FcɛRI) expresso na membrana de mastócitos ou basófilos residentes. Esse 

processo é conhecido como sensibilização e é assintomático (8, 9). 
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Figura 2. Sensibilização na asma (retirado de Galli et. al. 2008) 

 

O processo de desenvolvimento do quadro asmático é dividido em três 

etapas principais: fase de indução, fase imediata e fase tardia. Cada fase é 

caracterizada pela produção e interação de vários mediadores derivados 

celulares. A fase de indução, previamente descrita, consiste na sensibilização 

por efeito de alérgenos e liberação de citocinas por meio de linfócitos T. A fase 

imediata inicia-se com uma nova exposição ao alérgeno em indivíduos já 

sensibilizados previamente, sendo caracterizada pela ativação de basófilos e 

mastócitos. A atividade dos mastócitos ocorre através da liberação dos grânulos 

intracelulares de mediadores como histamina e serotonina, além da produção de 

citocinas, proteases e hidrolases, leucotrienos e fator ativador de plaquetas que 

promovem vasodilatação, aumento na permeabilidade celular, broncoespasmo 

e hipersecreção de muco para a luz das vias aéreas (8, 9). Além disso, cabe 

ressaltar que histamina liberada é a principal responsável pela contração das 

células endoteliais dos vasos e contração da musculatura lisa ocasionando a 

broncoconstrição das vias aéreas. Nesta fase imediata, ocorre a proliferação, 

maturação e ativação de células Th2, eosinófilos e mastócitos pela ação de 

diversas citocinas produzidas nesta etapa, como: fator de necrose tumoral (TNF), 

eotaxina – 1 e de interleucinas IL-1, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13. A produção destes 

mediadores e de células pró-inflamatórias resulta no acúmulo de mais 

mediadores inflamatórios que estão envolvidos na fase tardia do quadro 
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asmático, que consiste em uma produção exacerbada de inflamação e 

remodelamento significativo das vias aéreas. O remodelamento tecidual é 

caracterizado pelo aumento no tamanho das células caliciformes brônquicas, 

hipertrofia e hiperplasia do músculo liso das vias aéreas, descolamento epitelial, 

espessamento da camada reticular da membrana basal, fibrose sub-epitelial, 

fragmentação das fibras elásticas, angiogênese e aumento da permeabilidade 

vascular. Padrões celulares e moleculares relacionados ao remodelamento das 

vias aéreas na asma são complexos, interativos e variáveis. Nesta fase ocorre 

uma resposta eosinofílica exacerbada no tecido pulmonar, o que está 

diretamente ligado à severidade da asma (1, 8, 9, 41). 

A presença de eosinófilos no tecido pulmonar é característica na reação 

alérgica inflamatória. Essas células são responsáveis pela inflamação e aumento 

na hiper-reatividade das vias aéreas, hipersecreção de muco e broncoespasmo. 

O recrutamento de eosinófilos é decorrente, principalmente, de hipersecreção de 

IL-3 e IL-5. O interior destas células apresentam uma grande quantidade de 

grânulos proteicos, peroxidases, leucotrienos, citocinas e quimiocinas. A 

presença destas células no tecido pulmonar causa dano neurogênico que 

contribui para a contração do músculo liso das vias aéreas e, principalmente, o 

recrutamento de mais eosinófilos e células Th2 (9, 41).  

O remodelamento das vias aéreas, em quadros asmáticos estabelecidos, 

é o principal responsável pelos sintomas clínicos da asma. O remodelamento é 

um conjunto de modificações estruturais associadas à tentativa de reparo dos 

danos causados pela inflamação local. A interação entre as células estruturais 

do sistema respiratório e as células inflamatórias que migraram para a luz das 

vias aéreas, principalmente eosinófilos, linfócitos Th2 e mastócitos, resulta no 

processo de remodelamento das vias aéreas. Estudos apontam que o número 

elevado de eosinófilos no lúmen das vias aéreas seja responsável pelos danos 

estruturais como dano epitelial, espessamento da membrana basal e liberação 

de mediadores que resultam em indução da fibrose subepitelial, hiperplasia da 

musculatura lisa dos brônquios, angiogênese e hiperplasia das células 

produtoras de muco (7-9). O remodelamento das vias aéreas pode explicar a 

perda progressiva da função pulmonar em asmáticos, uma vez que a presença 

de muco e células inflamatórias no lúmen das vias aéreas associados ao 
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espessamento do epitélio brônquico resulta no aumento da obstrução do fluxo 

de ar nas vias aéreas. A hiper-reatividade das vias aéreas é definida como um 

aumento da resposta broncoconstritora a estímulos não específicos, levando aos 

sintomas clínicos de falta de ar, sibilo e tosse em asmáticos. A resposta pode 

ser medida experimentalmente, utilizando estímulos não seletivos que provocam 

broncoconstrição em asmáticos e é geralmente realizada por meio de curvas de 

dose-resposta por inalação de agentes pró-espasmódicos, tais como metacolina. 

Como a asma é uma doença heterogênea e complexa, a investigação dos 

mecanismos celulares e moleculares subjacentes à fisiopatologia, se faz 

necessária, visando à identificação e validação de intervenções terapêuticas. 

Nesse sentido, é importante o desenvolvimento de modelos experimentais 

capazes de mimetizar as características da doença. Modelos animais vêm sendo 

utilizados a mais de 100 anos (42), sendo os modelos animais de asma 

provavelmente os melhores caracterizados em termos de processos 

inflamatórios e de remodelamento (43).  

A maioria dos modelos murinos asmáticos utilizam alérgenos que levam 

à expressão principal do fenótipo Th2, que é caracterizado por altos níveis de 

IgE específica, inflamação eosinofílica das vias aéreas e um padrão de citocinas 

típico caracterizado pelo aumento dos níveis de IL-4 , IL5 e IL-13 (42). 

Camundongos são facilmente sensibilizados com antígenos aos quais eles não 

são expostos rotineiramente. A ovalbumina (OVA) é o antígeno mais utilizado 

para o desenvolvimento da inflamação alérgica. Em condições de sensibilização 

e desafio de camundongos, ratos ou cobaias com OVA, os eosinófilos são as 

principais células inflamatórias recuperadas no lavado broncoalveolar (42, 44). 

Outros alérgenos são também bastante empregados, a exemplo do uso de 

ácaros, considerado clinicamente mais relevante, uma vez que 50 a 85% dos 

asmáticos são tipicamente alérgicos a poeira caseira que contem ácaros (43).  

A primeira escolha para o tratamento da asma é o uso de glicocorticoides. 

Os fármacos utilizados para o tratamento da asma incluem broncodilatadores, 

que atuam principalmente inibindo a contração do músculo liso das vias 

respiratórias, e os fármacos anti-inflamatórios esteroides, os quais suprimem a 

inflamação pulmonar. Os glicocorticoides são considerados a classe mais efetiva 

no tratamento, principalmente, da asma crônica (45). A ação dos glicocorticoides 
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ocorre na prevenção das exacerbações da doença, reduzindo a inflamação das 

vias aéreas, edema, secreção de muco, extravasamento vascular e a hiper-

reatividade da musculatura bronquial. É importante ressaltar que alguns 

pacientes asmáticos graves são inteiramente refratários ao tratamento, mesmo 

quando submetidos a altas doses de glicocorticoides administrados por via oral. 

A budesonida (Figura 3) é classificada como sendo um corticosteroide não 

halogenado com elevada afinidade pelo receptor glicocorticoide e prolongada 

retenção tecidual, sendo considerado de primeira escolha para o tratamento da 

asma (10). A budesonida exerce seus efeitos genômicos através de mecanismos 

de transativação e transrepressão, reduzindo o recrutamento de leucócitos e a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias por essas células nas vias aéreas. 

Entretanto, a inalação frequente deste fármaco pode ocasionar efeitos adversos 

graves, como afinamento da pele, redução da densidade mineral óssea e 

catarata. Seu uso sistêmico pode ocasionar efeitos indesejados como supressão 

adrenocortical, síndrome de Cushing e osteoporose (46, 47). Esses problemas 

apontam a necessidade de novas alternativas terapêuticas para um tratamento 

mais eficaz e seguro dessa doença.  

 

 

Figura 3. Fórmula estrutural da budesonida. 

Como apresenta uma baixa biodisponibilidade oral (cerca de 10%) e uma 

alta ligação às proteínas plasmáticas (cerca de 88%), a budesonida é um 

fármaco candidato à administração pulmonar. 

 

3.4 Nanopartículas: sistemas coloidais 

A redução do tamanho de partícula de compostos ou ainda a produção de 

novos sistemas em escala nanométrica confere propriedades importantes e 
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diferenciadas a estes nanossistemas, frente aos sistemas convencionais já 

conhecidos (48). O uso da nanotecnologia no desenvolvimento de formulações 

para o uso pulmonar tem apresentado grande interesse na área cientifica nas 

últimas décadas. 

A nanoencapsulação de fármacos apresenta propriedades particulares e 

importantes em comparação com os sistemas de administração convencionais. 

O uso da nanotecnologia para veiculação de fármacos promove uma liberação 

controlada de fármacos a partir das nanopartículas e visa à vetorização a alvos 

específicos no organismo, aumento da estabilidade e da biodisponibilidade de 

fármacos, além da possibilidade de redução de dose e diminuição dos efeitos 

adversos, redução na toxicidade e uma maior adesão do paciente aos 

tratamentos (11-13, 49, 50). 

Os carreadores nanoestruturados com diâmetros de partícula entre 1 – 

1000 nm, para veiculação de fármacos, têm sido frequentemente estudados nos 

últimos anos. As nanopartículas poliméricas são divididas em nanoesferas e 

nanocápsulas. As nanoesferas são sistemas matriciais compostos, 

majoritariamente, por uma rede polimérica onde o fármaco está 

homogeneamente disperso na rede polimérica. Por sua vez, as nanocápsulas 

são definidas como sistemas poliméricos compostos por uma parede polimérica 

e um núcleo lipofílico com função reservatória, podendo o fármaco estar 

completamente dissolvido ou disperso no núcleo e/ou na parede polimérica (11, 

13, 50, 51). 

Em um estudo do nosso grupo de pesquisa, Jäger e colaboradores (2009) 

avaliaram a influência da concentração dos componentes do núcleo das 

nanocápsulas de poli(ε-caprolactona – PCL). O estudo avaliou as variações das 

concentrações de monoestearato de sorbitano (Span 60®), que possui funções 

tensoativas, e óleo dos triglicerídeos de cadeia média (TCM). Estes 

nanocarreadores foram denominados de nanocápsulas de núcleo lipídico (LNC) 

e consistem em uma dispersão do lipídio sólido no óleo que resulta em um núcleo 

com características de organogel. Esta característica confere papel importante 

no controle da liberação do fármaco das nanocápsulas (51). 

Por sua vez, no trabalho desenvolvido por Venturini e colaboradores 

(2011) foi proposta uma otimização das nanocápsulas de núcleo lipídico. Após o 
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desenvolvimento de várias formulações com variações quantitativas dos 

triglicerídeos de cadeia média e do monoestearato de sorbitano, avaliações de 

diâmetro de partícula e avaliação do gradiente de densidade, foi possível 

evidenciar a presença de nanocápsulas e nanoemulsões nas formulações. No 

entanto, após estes estudos, foi proposto que quando a proporção (1:4,1:2,6 

m/m) de Span 60®, TCM e PCL, é utilizada, é possível obter exclusivamente 

nanocápsulas de núcleo lipídico, sem a presença simultânea de dispersões de 

Span 60® ou, ainda, de nanoemulsões (52). 

 

3.5 Secagem de sistemas nanoestruturados 

Sistemas nanoestruturados em formas farmacêuticas líquidas possuem 

uma limitação na questão da estabilidade. Dessa forma, a remoção da água 

destes sistemas líquidos por secagem por aspersão promove um aumento na 

estabilidade físico-química das formulações (53-57). O processo de secagem por 

aspersão (spray-drying) é uma ferramenta muito importante na obtenção de 

formas farmacêuticas sólidas a partir de formas líquidas, como soluções, 

emulsões, suspensões ou dispersões (53, 54, 57). É uma técnica rápida, de 

baixo custo, realizada em etapa única e passível de transposição para escala 

piloto e industrial (55, 57). A secagem de formas farmacêuticas líquidas para 

obtenção de nanopartículas pode ser abordada, de forma geral, em 3 grandes 

grupos: 1) secagem de soluções para obtenção de nanopartículas (processo tipo 

“bottom up”); 2) secagem de emulsões/dispersões para obtenção de 

nanopartículas e 3) secagem de nanopartículas pré-formadas (57). 

A primeira abordagem, geralmente, compreende o uso de solventes 

miscíveis com a água e polímeros hidrofílicos solubilizados formando soluções 

verdadeiras. Por outro lado, também é relatado o uso de polímeros hidrofóbicos 

para a preparação de nanopartículas usando solventes orgânicos como o 

diclorometano. Essa abordagem de secagem de soluções permite a produção 

de pós-secos de nanopartículas com propriedades importantes de liberação 

controlada e com aumento da estabilidade da forma farmacêutica sólida (57). 

Nanopartículas secas por spray-drying também podem ser obtidas a partir 

de suspensões, emulsões e dispersões. Os principais estudos sobre obtenção 
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de nanopartículas, por secagem, são a partir de microemulsões, dispersões 

coloidais ou emulsões.  

Foram desenvolvidas nanopartículas na forma pulverulenta contendo 

fármaco insolúvel e hidroxipropilmetilceulose (HPMC), visando um aumento da 

biodisponibilidade devido ao aumento da área superficial do pó obtido por 

secagem (58). A obtenção dessas nanopartículas, secas por spray-drying a partir 

dessas dispersões e emulsões, pode ser empregada para administração 

pulmonar, assim como para produção de comprimidos juntamente com outros 

adjuvantes, para uso pela via retal, oral, ou pós redispersíveis para uso pela via 

oftálmica ou parenteral (59). 

A terceira abordagem para obtenção de nanopartículas secas por 

secagem por aspersão refere-se à secagem de suspensões de nanopartículas, 

previamente formadas para a obtenção de pós. Para isso, são utilizados 

adjuvantes que auxiliam na secagem dessas nanopartículas, que são facilmente 

redispersíveis e o tamanho nanométrico permanece inalterado (57). 

O primeiro estudo de secagem de nanopartículas previamente formadas 

foi desenvolvido e patenteado por Guterres e colaboradores (1999). O uso da 

secagem de suspensões de nanopartículas poliméricas, nanocápsulas ou 

nanoesferas, é uma alternativa tecnológica importante visando à melhoria na 

estabilidade físico-química dessas suspensões, tendo em vista a possibilidade 

de sedimentação de partículas ou a degradação química dos componentes da 

formulação coloidal. Além disso, esta técnica também pode ser utilizada para a 

obtenção de produtos intermediários para produção de formas farmacêuticas 

finais, possibilitando a aplicação industrial dessas formas secas de 

nanopartículas (60, 61). Neste primeiro estudo, foi realizada a secagem de 

suspensão de nanocápsulas poliméricas, contendo fármaco ou não, juntamente 

com adjuvante de secagem dióxido de silício coloidal (0,5 – 5 % m/v), em câmara 

de secagem, sob parâmetros previamente estabelecidos. Esses nebulizados 

obtidos podem ser utilizados para preparação de formas farmacêuticas ou como 

material de enchimento de cápsulas ou para compressão (12, 60). 

No ano 2000, Muller e coautores desenvolveram nanocápsulas 

poliméricas, na forma pulverulenta, de PCL e Eudragit S90(R) devido à 

instabilidade físico-química das suspensões. A secagem foi realizada com o uso 
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de dióxido de silício coloidal, como descrito anteriormente por Guterres (1999), 

sendo possível obter pós redispersíveis. Também foi evidenciada a integridade 

física das nanocápsulas no aglomerado com dióxido de silício, por microscopia 

eletrônica de varredura, e ainda, que o tamanho das nanopartículas não foi 

alterado após a secagem por aspersão (61). 

Em outro trabalho do nosso grupo de pesquisa, foram desenvolvidas 

suspensões de nanocápsulas poliméricas contendo PCL ou poli (D,L – ácido 

lático) (PLA) e como fármaco modelo foi utilizada a indometacina 

nanoencapsulada. Essas suspensões foram secas em spray-dryer utilizando 

dióxido de silício coloidal como adjuvante de secagem, sendo realizado um 

estudo comparativo de estabilidade. Os resultados mostraram um decaimento 

significativo na concentração de indometacina nas nanocápsulas da forma de 

suspensão coloidal. Por outro lado, na forma pulverulenta a recuperação de 

fármaco foi total, mostrando a importância da secagem das suspensões na 

estabilidade das formulações (62). 

Em um estudo desenvolvido por Guterres (2001) foi mostrado, pela 

primeira vez, a capacidade gastroprotetora de suspensões de nanocápsulas ou 

de nanoesferas poliméricas de PCL, secas por spray-drying, frente ao uso do 

anti-inflamatório não esteroide, o diclofenaco ácido. O uso do diclofenaco, por 

via oral em modelos animais, quando nanoencapsulado, mostrou uma maior 

proteção ao tecido gástrico frente ao fármaco na sua forma não encapsulada 

(63). 

Pohlmann e colaboradores (2002) desenvolveram um estudo comparativo 

de diferentes suspensões de nanocápsulas e nanoesferas, de PCL e PLA, secas 

por spray-drying, contendo ou não indometacina como fármaco modelo. Neste 

trabalho, foi avaliada a estabilidade, características físico-químicas e foi proposto 

um modelo estrutural de organização das nanopartículas poliméricas. Neste 

trabalho, o modelo desenvolvido sugere as nanoesferas como sendo sistemas 

bifásicos onde o surfactante encontra-se disperso na matriz polimérica (64). 

Na década passada, foi proposto um sistema de nanorrevestimento de 

microaglomerados de dióxido de silício coloidal. Duas abordagens principais 

foram utilizadas: 1) um núcleo contendo um fármaco adsorvido e dióxido de 

silício coloidal revestido com nanocápsulas poliméricas, vazias, de Eudragit 
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S100® e 2) um núcleo de dióxido de silício coloidal revestido com nanocápsulas 

de Eudragit S100® com fármaco encapsulado. Os resultados obtidos mostraram 

a efetividade do nanorrevestimento com nanocápsulas de Eudragit S100® em 

modelo animal de gastroproteção frente ao uso de anti-inflamatórios não-

esteroides (65, 66). 

Nanocápsulas poliméricas de Eudragit S100 contendo melatonina 

encapsulada foram produzidas por Schaffazick e colaboradores (2006). No 

entanto, a estabilidade físico-química destas formulações foi muito limitada, 

assim como a eficiência de encapsulação da melatonina. Visando a resolução 

deste problema, essa suspensão de nanocápsulas foi transformada na forma 

farmacêutica pó, obtida por secagem por aspersão. Desta forma, foi possível 

aumentar a eficiência de encapsulação da melatonina, obter um perfil de 

liberação controlado da melatonina a partir das nanocápsulas quando 

comparadas a uma solução de melatonina pura, além de um aumento na 

estabilidade físico-química por 12 meses (67). 

Tewa-Tagne (2006) desenvolveu nanocápsulas de PCL e avaliou a 

influência da concentração de nanocápsulas e do adjuvante de secagem. Foi 

testado a variação de nanocápsulas na concentração de 1 ou 4% (m/v) e do 

adjuvante de secagem (dióxido de silício coloidal) na concentração de 1,5 ou 3% 

(m/v). Quando fixado em 1% de NC, os pós-secos por aspersão, apresentaram 

distribuição de tamanho de partícula monomodal, independente da concentração 

de dióxido de silício coloidal. Por outro lado, quando fixado em 4% de NC, a 

distribuição de tamanho de partícula da formulação com 1,5% de sílica, foi 

bimodal. Já a formulação com 4% de NC e 3% de sílica apresentou perfil 

monomodal. Esses resultados mostram a importância da composição 

quantitativa dos componentes da formulação no momento da secagem destas 

suspensões de NC (53). 

No ano posterior (2007a), o mesmo autor desenvolveu um estudo fatorial 

para secagem de nanocápsulas poliméricas. Neste estudo foi proposto um 

fatorial 24, onde foram avaliados aspectos quali- e quantitativos das formulações 

e parâmetros do processo de secagem. O autor observou que tão importante 

quanto os aspectos de pré-formulação, onde são avaliadas as variações quali- e 

quantitativas das formulações, são também os parâmetros do processo de 
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secagem, como a temperatura, fluxo de ar, pressão do ar e taxa de alimentação 

da formulação no spray-dryer (68). 

Em outro estudo de Tewa-Tagne e colaboradores (2007b) foi avaliada a 

influência quali- e quantitativa do adjuvante de secagem. Neste trabalho foram 

utilizados os seguintes adjuvantes de secagem hidrofílicos: lactose, 

maltodextrina, manitol (açúcares), polivinilpirrolidona (K30-PVP e K90-PVP), 

hidropropilcelulose (HPC) e hidropropilmetilcelulose (HPMC) (polímeros). O 

melhor resultado obtido foi quando fixado a proporção de 1% de NC e 10% de 

lactose (m/v), pela análise de tamanho de partícula, após a redispersão dos pós-

secos em água, foi a única formulação que retomou o tamanho nanométrico de 

forma monomodal (69). 

Após os relatos de Beck (2004, 2005 e 2007), Domingues e colaboradores 

(2008), desenvolveram, por secagem por aspersão e em uma única etapa, um 

sistema de micropartículas revestidas com nanocápsulas poliméricas de PCL ou 

Eudragit RS100, para modelo de fármaco lipofílico, a indometacina. Os 

microaglomerados revestidos com nanocápsulas de Eudragit RS100 mostraram 

um maior controle na liberação da indometacina, quando comparados aos 

microaglomerados revestidos com nanocápsulas de PCL. Além disso, foi 

possível verificar a integridade das nanocápsulas após a secagem, por 

microscopia eletrônica de varredura, característica importante para a 

manutenção do controle nanotecnológico da formulação (70). 

Neste contexto, o desenvolvimento de nanopartículas poliméricas na 

forma farmacêutica de pó, obtidas por secagem por aspersão, tem grande 

interesse na obtenção de novos sistemas de liberação para a via pulmonar (2, 

5). 

No trabalho de Beck-Broichsitter e colaboradores (2012) foi desenvolvida 

uma formulação de nanopartículas que, posteriormente, foi seca por spray-

drying. Uma suspensão coloidal formada por PLGA, cumarina e PVA, como 

estabilizante, foi nebulizada utilizando o equipamento Nano Spray Dryer B-90 

para obtenção de formas secas de nanopartículas visando à administração 

pulmonar. Os resultados obtidos foram promissores, com um diâmetro 

aerodinâmico dentro da faixa adequada para a administração pulmonar (~ 3 μm), 

partículas com superfície irregular e uma distribuição com elevado FPF utilizando 
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impactador em cascata, sugerindo a adequabilidade do uso desta formulação 

para a administração pulmonar (71). 

Cheow e coautores (2011) realizaram a secagem de uma suspensão de 

nanopartículas poliméricas de PCL, PVA ou manitol e levofloxacino como 

fármaco modelo, por spray-freeze-drying. Os resultados obtidos mostraram que 

quando o manitol é utilizado como adjuvante de secagem, as nanopartículas 

estão dispersas na matriz de manitol. Por outro lado, quando o PVA é utilizado 

como adjuvante de secagem, as partículas estão revestidas pelo PVA e 

partículas com maior rendimento e melhor redispersão são obtidas, sendo a 

formulação mais adequada (72). 

Em um estudo proposto por El-Sherbiny (2012) foram preparadas 

nanopartículas de PLGA, para encapsular curcumina como fármaco modelo, 

com superfície modificada com um copolímero de PEG e quitosana utilizando 

spray-drying visando à administração pulmonar. Neste estudo foi possível obter 

pós-secos de um novo sistema nano-micro com características aerodinâmicas 

adequadas para a administração pulmonar da curcumina (73). 

Em 2011, Lebhardt e colaboradores desenvolveram nanopartículas 

poliméricas, nebulizadas em spray-dryer, sem surfactantes. A estratégia utilizada 

foi preparar nanopartículas de PLGA e realizar a secagem com 3 diferentes tipos 

de adjuvantes: manitol, lactose, α – ciclodextrina (CD), formando 

microagregados de nanopartículas. Os resultados mostraram pós-secos com 

boas características aerodinâmicas para administração pulmonar. No entanto, o 

uso da CD gerou a forma sólida de melhor capacidade de redispersão das 

partículas em água sem alteração no diâmetro da partícula primária e melhor 

performance aerosol (74). 

O trabalho desenvolvido por Tewes e co-autores (2010) avaliou o uso de 

nanopartículas poliméricas para liberação pulmonar de peptídeos e proteínas. 

Foi desenvolvida uma formulação, obtida na forma de pó por spray-drying, 

composta por polietilenoglicol (PEG) linear ou ramificado, PVP como 

estabilizante e calcitonina como peptídeo modelo. Os autores demonstraram que 

quando o PEG ramificado era utilizado, um diâmetro aerodinâmico maior era 

obtido, além de um FPF muito baixo. Por outro lado, quando o PEG linear era 

utilizado, valores de diâmetro aerodinâmico e FPF, menor e maior, 
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respectivamente, eram obtidos, mostrando a adequabilidade do sistema obtido 

para liberação pulmonar de proteínas e peptídeos (75). 

Outra abordagem para administração pulmonar de peptídeos e proteínas 

foi estudada por Schoubben e colaboradores (2009). Neste trabalho, os autores 

desenvolveram pós-secos por homogeneização à alta pressão, seguido de 

secagem por aspersão. Partículas de PLGA para encapsulação da capreomicina 

foram desenvolvidas, visando o tratamento da tuberculose por inalação. Os 

resultados obtidos mostraram partículas com tamanho em torno de 6 μm, 

estando ligeiramente fora da faixa recomendada para a administração pulmonar. 

No entanto, os autores concluem que, mesmo o tamanho estando fora da faixa 

adequada, análise realizada por espectroscopia de correlação de fótons, existe 

uma parte da população das partículas com diâmetro < 5 μm. Este resultado foi 

confirmado por microscopia eletrônica de varredura – MEV, mostrando 

adequabilidade para administração pulmonar de capreomicina (76). 

Um trabalho desenvolvido por Wang e co-autores (2012) propôs o 

desenvolvimento de uma sistema nanoparticulado híbrido, formado por lipídios 

e polímeros, secos por spray-drying, visando a via pulmonar. Essas 

nanopartículas poliméricas eram formadas por PLGA (polímero), lecitina (lipídio) 

e levofloxacino como fármaco modelo. A secagem desta formulação 

nanoestruturada gerou microaglomerados de nanopartículas usando diferentes 

tipos de adjuvantes de secagem (manitol, PVA e leucina). Os resultados 

mostraram que para o ensaio de redispersão dos pós em água, o melhor 

desempenho foi quando o PVA foi utilizado, quando comparado ao manitol. Por 

outro lado, quando a leucina foi utilizada como suporte de secagem, foi a melhor 

formulação em termos de aerolização e redução na agregação das 

nanopartículas nos microaglomerados. As conclusões do trabalho foram que o 

uso do PVA, como adjuvante de secagem, apresentou um melhor desempenho, 

em termos de reconstituição, mas que, no entanto, foi essencial o uso da leucina, 

juntamente com o PVA, para obtenção de uma formulação final para inalação 

com boas propriedades de aerolização, tamanho, rendimento, fluidez e 

reconstituição dos nanoagregados (77). 

Com relação à budesonida, existem poucos trabalhos descritos na 

literatura quanto à sua nanoencapsulação. O trabalho desenvolvido por Carr e 
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colaboradores (2011) mostrou que foi possível obter nanoesferas secas 

contendo budesonida, utilizando água subcrítica (pura ou misturada com 

álcoois), obtidas por spray-drying utilizando lactose ou PEG 400 como 

adjuvantes de secagem. A partir dos dados obtidos em impactador em cascata 

foi possível determinar o diâmetro aerodinâmico dessas partículas, que ficou na 

faixa entre 3 e 6 µm (78). 

Jin Oh (2011) desenvolveu nanopartículas poliméricas porosas de PLGA, 

para a encapsulação da budesonida. Essas partículas foram secas por spray-

drying visando a inalação desses pós-secos na forma de DPI, para o tratamento 

da asma. Os resultados obtidos mostraram a estruturação destas partículas na 

forma de microaglomerados de nanopartículas, assim como anteriormente 

descrito. Além disso, foi possível evidenciar que as características 

aerodinâmicas dos microaglomerados foram adequadas para a administração 

pulmonar e os testes in vivo, em modelos animais de asma, mostraram uma 

redução nas células inflamatórias, no fluido de lavagem bronco alveolar (BALF), 

além de redução da hiper-reatividade bronquial, quando a budesonida foi 

utilizada na forma nanoencapsulada (79). 

Outro trabalho visou à preparação de uma nanossuspensão de 

budesonida pelo método de precipitação, com posterior liofilização para a 

obtenção de partículas sólidas. Estas partículas apresentaram um diâmetro 

geométrico de aproximadamente 4 µm e um diâmetro aerodinâmico de 

aproximadamente 2 µm (10). 

 

3.6  Cultura Celular: citotoxicidade e captação celular 

O uso da cultura celular é de grande importância no desenvolvimento de 

novos fármacos, medicamentos e formulações farmacêuticas. Os protocolos de 

cultivo celular para avaliar diversos aspectos referentes a novos medicamentos, 

fármacos ou formulações farmacêuticas têm grande aceitação na indústria 

farmacêutica devido as diversas vantagens oferecidas como a rapidez nos 

resultados (14, 15). O uso dos diversos testes realizados em linhagens celulares 

apresenta importantes vantagens, como: 1) são necessárias pequenas 

quantidades do material testado; 2) fácil manuseio, reprodutibilidade e 

economicamente favorável; 3) as condições ambientais (pH, temperatura) 
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podem ser controladas, entre outras. Por outro lado, o uso da cultura celular 

apresenta algumas limitações importantes, como: 1) as linhagens utilizadas são, 

geralmente, um único tipo de células; 2) nem todas as linhagens formam “tight 

junctions”; 3) os ciclos celulares podem não ser representativos (14). O 

desenvolvimento da cultura celular de monocamadas de células epiteliais para 

poder mimetizar as vias aéreas superiores e região alveolar têm sido foco nas 

pesquisas, nos últimos 15 anos. As principais técnicas desenvolvidas em cultura 

celular permitem avaliar aspectos muito importantes no desenvolvimento de 

novas formulações farmacêuticas, quando em contato com o epitélio, como: 1) 

ligação de novos fármacos ao tecido; 2) internalização celular; 3) mecanismos 

de transporte celular (incluindo: taxa de internalização e mecanismo); 4) 

metabolismos nos pulmões (14-17). 

O epitélio das vias aéreas superiores é constituído por, pelo menos, 6 

tipos de células epiteliais: ciliadas, clara, Goblet (muco), serosas, basal, 

granulada de núcleo denso. A interface célula – ar, nas vias aéreas superiores é 

majoritariamente formada por células ciliadas colunares intercaladas por células 

de Goblet. Essa região é a responsável pelo contato de todas as substâncias 

que poderão ser internalizadas pelo epitélio pulmonar. Já as vias aéreas 

inferiores, são formadas por células ciliadas cuboides intercaladas por células 

clara (14, 15). 

Muitas linhagens celulares podem reproduzir (in vitro), com grande 

fidelidade, propriedades do epitélio do trato respiratório. Entre as principais 

linhagens celulares pulmonares, destacam-se a 16HBE14o2 e a Calu-3 como 

sendo modelos para ensaios de absorção e a BEAS-2B como modelo de 

metabolismo de fármacos (14). A Calu-3 é uma das mais importantes e utilizadas 

linhagens celulares para avaliação de novos fármacos e formulações para o trato 

respiratório. Essa linhagem é representativa na região das vias aéreas 

superiores, é produtora de muco e desenvolve função barreira (tight junctions) 

(80, 81). 

Como alternativa ao uso da Calu-3, o uso de uma nova linhagem celular 

bronquial epitelial tem sido alvo da pesquisa em cultura celular. A linhagem H441 

foi originalmente isolada do fluido pericardial de um paciente com 

adenocarcinoma pulmonar e apresenta características de células do tipo clara, 
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semelhante às encontradas no epitélio bronquiolar. Possui características 

importantes no desenvolvimento de novos protocolos para avaliação da 

absorção, transporte, metabolismo e de toxicidade. Uma característica 

importante desta linhagem celular é que quando cultivada em suporte semi-

permeável é capaz de formar monocamada (tight junctions) servindo como um 

adequado modelo de transporte celular através do epitélio. Salomon e 

colaboradores (2014) mostraram a capacidade da linhagem H441 de servir como 

modelo de monocamada para avaliar a permeação da rodamina 123 (16).  

Outra linhagem importante para a avaliação do metabolismo celular frente 

novos fármacos e formulações farmacêuticas é linhagem de monócitos THP-1. 

Essa linhagem foi isolada há mais de 30 anos e é de grande relevância, pois, 

quando tratada adequadamente, se diferencia em macrófagos funcionais (82, 

83). O processo de diferenciação em macrófagos a partir da linhagem THP-1 é 

bem descrito na literatura. O tratamento da linhagem THP-1, que se encontra em 

suspensão no meio de cultura, com o composto “phorbol-12-myristate-13-

acetate – PMA” por 48 horas, proporciona a diferenciação em macrófagos 

aderentes. A confirmação desta diferenciação ocorre por visualização em 

microscópio, onde é possível verificar a diferença morfológica, (THP-1 – esférica 

e macrófagos – forma estrelada), também por expressão de proteínas 

específicas (82-84). Essa linhagem celular quando diferenciada em macrófagos 

é muito utilizada para experimentos de toxicidade e captação celular. Um dos 

ensaios realizados é a quantificação do fator de necrose tumoral alfa (TNF – α) 

após um processo inflamatório (83). 

Diante do que foi exposto, é de extrema importância e relevância o uso da 

nanotecnologia associada à terapêutica da asma, usando a budesonida como 

fármaco de escolha, juntamente com a tecnologia do desenvolvimento de pós-

secos para inalação (Dry powders inhalers - DPI) visando um melhoramento no 

tratamento da asma frente às terapias convencionais utilizadas hoje em dia. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Materiais e Métodos 
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4.1 Materiais 

4.1.1 Matérias-primas 

 Poli(ε-caprolactona) Mw: 85000 (Sigma); 

 Monoestearato de sorbitano (Span® 60) (Sigma); 

 Polissorbato 80 (Tween® 80) (Oxiteno); 

 Triglicerídeos de cadeia média (TCM) – Brasquin; 

 Budesonida (Pharmanostra); 

 Leucina (DEG); 

 Lactose (Delaware); 

 Maltodextrina (Delaware); 

 Busonid® (Biossintética/Ache). 

 H441 (ATCC, EUA) 

 THP-1 (ATCC, EUA) 

 Alarmar Blue® 

 ELISA kit – TNF – α (Millipore) 

 RPMI 1640 – meio de cultura 

 Soro fetal bovino (FBS) - Sigma 

 L-glutamina (Sigma) 

 Piruvato de sódio (Sigma) 

 Penicilina e streptomicina (Sigma) 

 Lipopolissacarideos (LPS) - Sigma 

 

4.1.2 Aparelhos e equipamentos 

 Balança analítica (Shimadzu); 

 Centrífuga eppendorf (5417R); 

 Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência – CLAE (Shimadzu); 

 Evaporador rotatório (Büchi); 

 Zetasizer – NanoZS ZEN3600 (Malvern); 

 Mastersizer 2000 (Malvern); 

 Microscópio eletrônico de varredura – MEV (Jeol); 

 Mini Spray Dryer B-290 (Büchi); 

 Ultrasson (Ultra Cleaner 1400A – Unique); 
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 Impactador em cascata de Andersen tipo multi estágio ACI-MDI 1000 

(Erweka); 

 Pletismógrafo de corpo inteiro invasivo (Sistema Buxco); 

 Microscópio ótico BX50 (Olympus); 

 Espectrofotômetro Spectramax M5 (Molecular Devices); 

 

4.1.3 Solventes e outros materiais 

 Acetonitrila grau HPLC (Tedia); 

 Acetona (Nuclear); 

 Água Milli-Q; 

 Membrana filtrante 0,45 μm de poro (Millipore); 

 Coluna cromatográfica Luna C18 (150 x 4,6 mm x 5 μm) (Phenomenex); 

 Stubs de alumínio; 

 Placa para cultivo celular de 96, 24, 6 poços; 
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4.2 Métodos 

A partir desta página (63) até a página 143, os dados foram suprimidos, 

pois ainda não foram publicados. 

4.2.1 Estudo fatorial para preparação das nanocápsulas de núcleo 

lipídico (BudNC) e obtenção dos pós-secos por aspersão 

 Para o desenvolvimento desta tese foi realizado um estudo fatorial para a 

preparação das suspensões da nanocápsulas de núcleo lipídico, avaliando o 

método de preparação (injeção da fase orgânica na fase aquosa), assim como o 

método de remoção do solvente, a secagem das suspensões e os adjuvantes de 

secagem que foram utilizados. O estudo fatorial está representado no 

Organograma 1: 

 

Organograma 1: Estudo fatorial para preparação das nanocápsulas e as 

suas formas secas. 

 

 Foram estudadas, basicamente, 3 abordagens para a preparação das 

suspensões de nanocápsulas e dos pós-secos por aspersão. As suspensões de 

nanocápsulas foram preparadas da forma previamente descrita pelo nosso 

grupo de pesquisa (descrita a seguir) (51, 52), avaliando-se o método de injeção 

da fase orgânica na fase aquosa. Foi utilizado um dispositivo de plástico 

convencional (funil), usualmente usado para preparação das nanocápsulas ou 

uma seringa de plástico com agulha. Desta forma, foi possível avaliar se o 

método de injeção influenciaria nas características das nanopartículas formadas, 

principalmente, em termos de tamanho de partícula. 

O outro fator avaliado foi o método de remoção do solvente, através de 

um evaporador rotatório sob pressão reduzida (método convencional onde se 

retira a acetona, parte da água e posterior secagem por aspersão) ou através de 

secagem direta em spray-dryer para retirada total do solvente e da água em uma 

única etapa (one pot). Cabe ressaltar aqui, que este segundo método gerou uma 

patente que foi depositada junto ao INPI. A patente com a descrição do método 

encontra-se no Anexo 1. 
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A terceira variável avaliada foi o tipo de adjuvante de secagem utilizado 

para a secagem das suspensões de nanocápsulas. Foram utilizados três tipos 

diferentes de adjuvantes, fixados na concentração (1 % m/v). Os adjuvantes 

utilizados foram: lactose, maltodextrina e leucina. 

Após esse estudo foram avaliados parâmetros físico-químicos para 

escolha da melhor formulação para continuidade do trabalho. No final do estudo 

fatorial, foram obtidas 12 formulações diferentes. 

 

4.2.2 Preparação das suspensões de nanocápsulas de núcleo lipídico 

contendo budesonida (BudNC) 

As suspensões de nanocápsulas poliméricas foram preparadas pelo 

método de deposição interfacial de polímero pré-formado (nanoprecipitação) 

proposto por Fessi e colaboradores (85) e otimizado pelo nosso grupo de 

pesquisa (51, 52), levando à formação de uma nova nanocápsula denominada 

nanocápsula de núcleo lipídico (LNC). 

A preparação das suspensões de nanocápsulas consistiu na preparação 

de duas fases distintas, uma fase orgânica e outra aquosa. A fase orgânica 

contendo o polímero PCL – poli(ε-caprolactona) (0,1 g), budesonida (0,01 g), 

triglicerídeos de cadeia média (TCM) (160 μL), tensoativo de baixo equilíbrio 

hidrófilo-lipófilo (EHL) monoestearato de sorbitano (Span® 60) (0,038 g), 

solubilizados em 27 mL de acetona em banho-maria a 40 °C. Após solubilização 

dos componentes, esta fase foi injetada dentro da fase aquosa contendo 53 mL 

de água e tensoativo de elevado equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL) (Tween® 80) 

(0,077 g), sob agitação magnética moderada. Para a obtenção da suspensão de 

nanocápsulas fluorescentes com o objetivo de verificar a captação celular, o 

mesmo processo de preparação das nanocápsulas foi realizado. A diferença foi 

que a composição do polímero na fase orgânica foi de 0,09 g de PCL e 0,01 g 

de PCL-Rod. Essa PCL ligada à rodamina (PCL-Rod) foi previamente sintetizada 

pelo nosso grupo de pesquisa (86), onde a rodamina está quimicamente ligada 

às cadeias da PCL. Desta forma, a suspensão desenvolvida torna-se 

fluorescente, podendo ser analisada por microscópio de fluorescência. Os 

dispositivos usados para auxiliar a injeção da fase orgânica dentro da fase 

aquosa, descritos anteriormente, foram: um funil de plástico ou uma seringa 
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plástica contendo uma agulha. As suspensões de nanocápsulas foram levadas 

ao evaporador rotatório e posterior secagem por aspersão ou realizada secagem 

direta (anexo1) em spray-dryer, conforme o estudo fatorial. 

 

4.2.2.1 Caracterização das suspensões de nanocápsulas de núcleo 

lipídico contendo budesonida (BudNC) 

 

4.2.2.2 Análise do tamanho de partícula por difração de laser (LD) 

 As suspensões de nanocápsulas foram caracterizadas quanto ao seu 

tamanho e Span (distribuição de tamanho), utilizando a técnica de difração de 

laser, utilizando o equipamento MasterSizer – Hydro 2000 (Malvern, United 

Kingdom). Esta técnica é utilizada para realizar o controle nanotecnológico da 

formulação, pois permite evidenciar se ocorrem populações micrométricas na 

suspensão de nanopartículas. Uma alíquota das suspensões de nanocápsulas 

foi dispersa em água ultrapura, diretamente na unidade de leitura do 

equipamento, até que a obscuração do laser atingisse 2%. Os resultados foram 

expressos como média e em triplicata.  

 

4.2.2.3 Análise do tamanho de partícula por espalhamento de luz 

dinâmico (DLS) 

As suspensões de nanocápsulas foram caracterizadas quanto ao seu 

tamanho e homogeneidade (índice de polidispersão – PDI), pela técnica de 

espalhamento de luz dinâmico (DLS), utilizando o equipamento ZetaSizer ZS 

(Malvern, United Kingdom). Esta técnica é mais sensível para medidas de 

sistemas nanotecnológicos em uma faixa estreita de distribuição. Uma alíquota 

da suspensão foi diluída 500 vezes (v/v), em água ultrapura, e o resultado 

expresso como média e em triplicata. 

 

4.2.3 Secagem das suspensões de nanocápsulas de núcleo lipídico 

contendo budesonida (BudNC) 
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 Para a obtenção dos pós-secos, a secagem das suspensões de 

nanocápsulas ocorreu de duas maneiras, conforme o estudo fatorial: 1) via 

evaporador rotatório à pressão reduzida: a suspensão resultante da 

nanoprecipitação foi concentrada até o volume final de 10 mL. Após esta etapa, 

foi adicionado o adjuvante de secagem (leucina, lactose ou maltodextrina) na 

concentração fixada de 1% m/v. Cada suspensão resultante foi nebulizada em 

spray-dryer sob condições previamente estabelecidas, que serão descritas a 

seguir.  2) via secagem direta (one pot): à suspensão resultante da 

nanoprecipitação foi adicionado o adjuvante de secagem (leucina, lactose ou 

maltodextrina) na concentração fixada de 1% m/v e levada diretamente ao spray-

dryer para secagem, em um processo one pot, de acordo com o anexo 1. Nesta 

etapa ocorre a remoção da acetona e da água em uma única etapa. 

A secagem foi realizada utilizando o equipamento Mini Spray Dryer B-290 (Büchi 

– Switzerland). As condições de secagem que foram utilizadas, previamente 

estabelecidas em outro estudo fatorial (dados não mostrados), estão expostas 

na Tabela 1. 

. 
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Tabela 1. Parâmetros de secagem para obtenção dos pós-secos a partir 

de nanocápsulas poliméricas. 

Parâmetro Condição 

Fluxo de alimentação 15% (5 mL/min) 

Aspiração 100% (37,5 m3/h) 

Temperatura de entrada 120 °C 

Temperatura de saída 68 °C 

Pressão de ar comprimido 1.8 bar 

Atomizador 0,7 mm 

 

4.2.3.1 Caracterização dos pós-secos (Dry powders inhalers - DPI), 

obtidos a partir da secagem por aspersão das suspensões de 

nanocápsulas  

 

4.2.3.2 Rendimento do processo de secagem 

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

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

massas das matérias-primas da formulação, excluindo-se a água e a acetona, 

conforme descrito na Equação 1. 

 

Equação 1: Rendimento 
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4.2.3.3 Análise do tamanho de partícula dos pós-secos por difração de 

laser (LD) 

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

foram determinados, a 25 °C, pela técnica de difratometria de laser (LD) por via 

seca, utilizando o dispositivo alimentador de pó seco “Scirocco 2000” 

MasterSizer (Malvern, United Kingdom), próprio para a determinação do 

tamanho de partículas de materiais pulverulentos. 

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

pressão de ar comprimido de 3 bar e alimentação de amostra por vibração da 

placa de 75%. A quantidade de amostra adicionada foi aquela suficiente para 

atingir uma obscuração do laser entre 2 e 8%. As leituras foram realizadas 

utilizando o índice de refração do poliestireno (1.65). Antes de cada análise (n = 

3) a ser realizada foi procedida a medida de leitura de fundo (background) 

apenas com fluxo de ar. 

O span é definido como a medida da dispersão granulométrica, a qual 

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

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

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

𝑆𝑝𝑎𝑛 = [
𝑑90 − 𝑑10

𝑑50
] 𝑥100 

Equação 2: Cálculo do Span 

 

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

curva de distribuição da população. 

 

4.2.3.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 A análise morfológica dos pós-secos foi realizada no Centro de 

Microscopia Eletrônica da UFRGS, em microscópio eletrônico de varredura 

(MEV, Jeol Scanning Microscope JSM-6060, Tóquio, Japão). Uma pequena 

quantidade dos pós foi colocada sobre stubs de alumínio com 12,5 mm de 

diâmetro, com auxílio de fita adesiva dupla face de carbono. O excesso foi 
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retirado com leves batidas na lateral do stub. As amostras foram metalizadas em 

ouro (metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN) e analisadas em diferentes 

magnificações. 

 

4.2.3.5 Deposição, in vitro, dos pós-secos em impactador em cascata de 

Andersen 

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

utilizado para avaliar a distribuição das partículas a partir do fluxo gerado sobre 

MDI (methered dose inhalers) ou DPI (dry powder inhalers) quando são 

aspirados e entram em contato com o trato respiratório. O equipamento é 

subdividido em 8 estágios que simulam o trato orofaríngeo e respiratório, sendo 

que cada estágio contém um disco e uma placa que retém partículas com 

tamanhos específicos. As partículas ficam depositadas nos discos por 

impactação e nas placas do equipamento de acordo com a sua distribuição de 

tamanho, sendo que cada disco contém um tamanho de poro específico (cut off). 

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

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

depositadas, enquanto as partículas menores seguirão as linhas da corrente de 

ar e passarão ao estágio seguinte para impactação.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Impactador em cascata de Andersen de 8 estágios. 

Para essa avaliação, foram pesados cerca de 20 mg do pó-seco (200 µg 

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

utilizado foi de 60 ± 2 L/min (que corresponde a uma pressão de 4 KPa) durante 

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

inspiratória normal de um homem adulto de 70 kg que é de 4L. O dispositivo 
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dispersor (Aerolizer ®) contendo a cápsula foi utilizado para liberar o pó para 

dentro do equipamento, sendo que a cápsula é perfurada previamente ao 

processo que simula a inalação.  

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

percentual médio de massa depositada em cada estágio, o qual representa a 

deposição pulmonar. Após a deposição, procedeu-se a extração e a 

quantificação do fármaco depositado em cada estágio a partir de metodologia 

analítica previamente validada. 

O fármaco depositado nos diferentes níveis foi extraído com fase móvel 

(acetonitrila:água 70:30, vv), diluído para 10 mL, levado ao ultrassom para 

processo de extração e analisados por CLAE. O somatório das massas de pó 

depositada a partir do estágio 2 (< 5,4 μm) até o filtro do equipamento é chamado 

de FPF (da sigla em inglês, fine particle fraction, fração de partículas finas) (87). 

 

4.2.3.6 Quantificação da budesonida nos pós-secos 

 Para a quantificação de fármaco nos pós-secos, cerca de 20 mg de pó 

foram adicionados a um balão volumétrico de 10 mL com acetonitrila, seguida 

de extração por 30 minutos em banho de ultrassom. Após esse processo, as 

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

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

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

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

configuração cromatográfica: Coluna cromatográfica Phenomenex Luna C18 

(150 x 4,6 mm, 5 µm), fase móvel composta por acetonitrila e água (70:30), vazão 

de 0,8 mL/min, volume de injeção de 20 μL e o comprimento de onda utilizado 

foi 254 nm. 
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4.2.4 Avaliação do efeito dos pós-secos (DPI) em modelo animal de 

asma aguda e crônica 

 

Esta parte do trabalho foi desenvolvida no Rio de Janeiro, na Fundação 

Oswaldo Cruz – Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ – IOC) no laboratório de 

inflamação sob a orientação da Dr.ª Andressa Bernardi. 

 

4.2.4.1 Animais 

 Camundongos A/J (18-20 g) machos, provenientes do Centro de Criação 

de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz, foram utilizados nos 

experimentos. Os animais foram acondicionados, em grupos de cinco animais 

por caixa, no biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacodinâmica do 

Instituto Oswaldo Cruz, com temperatura controlada entre 25-28°C e submetidos 

ao ciclo de luz definido em claro/escuro de 12 horas. Os animais receberam 

ração e água ad libitum. Todos os protocolos e procedimentos experimentais 

envolvendo animais foram aprovados pela Comissão de Uso de Animais de 

Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz (CEUA - número de licença LW-23/10). 

 

4.2.4.2 Modelo in vivo de inflamação pulmonar alérgica aguda induzida 

por ovalbumina 

 Os camundongos foram sensibilizados no dia 0 com uma injeção 

subcutânea (s.c.) dorsal de uma mistura contendo 50 µg de ovalbumina (OVA) e 

5 mg de hidróxido de alumínio Al(OH)3, em um volume final de 0.2 mL de solução 

de salina estéril (NaCl. 0.9%). Após 14 dias, os animais receberam um reforço 

com a mesma suspensão e pela mesma via. Nos dias 19 e 20, os animais foram 

anestesiados momentaneamente com aerossol de halotano e submetidos ao 

desafio intranasal (i.n.) de OVA (25 µg/ 25 µL de salina). Os tratamentos foram 

administrados 2 horas antes dos desafios com OVA. Os pós-secos foram 

redispersos em salina no momento da administração. Os animais (10 animais 

por grupo) foram randomicamente divididos em 7 grupos conforme detalhados 

abaixo. As análises ocorreram 24h após o último desafio.  
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 Grupo controle negativo (Grupo Salina): 25 μL de salina; 

 Grupo desafiado com OVA (Grupo OVA): 25 μL de solução de OVA; 

 Grupo desafiado com OVA e tratado com NC Branca no volume que seria 

correspondente à dose de 1,0 mg/Kg (Grupo NC): 25 μL da redispersão 

em salina; 

 Grupo desafiado com OVA e tratado com Budesonida Comercial na dose 

0,5 mg/Kg (Grupo Bud 0,5): 25 μL em salina; 

 Grupo desafiado com OVA e tratado com Budesonida Comercial na dose 

1,0 mg/Kg (Grupo Bud 1,0): 50 μL em salina; 

 Grupo desafiado com OVA e tratado com nanopartículas de budesonida 

na dose 0,5 mg/Kg (Grupo BudNC 0,5): 25 μL da redispersão em salina; 

 Grupo desafiado com OVA e tratado com nanopartículas de budesonida 

na dose 1,0 mg/Kg (Grupo BudNC 1,0): 50 μL da redispersão em salina. 

 

Os esquemas 1 e 2 são referentes aos modelos de asma aguda e crônica: 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Modelo agudo de asma 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2. Modelo crônico de asma 
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4.2.4.3 Modelo in vivo de inflamação pulmonar alérgica crônica induzida 

por ovalbumina 

Os camundongos foram sensibilizados no dia 0 através de uma injeção 

subcutânea (s.c.) dorsal de uma mistura contendo 50 µg de ovoalbumina (OVA) 

e 5 mg de hidróxido de alumínio Al(OH)3, em um volume final de 0.2 ml de 

solução de salina estéril (NaCl. 0.9%). Após 7 dias, os animais receberam um 

reforço com a mesma suspensão e pela mesma via. A partir do 14° dia, os 

animais foram anestesiados momentaneamente com aerossol de halotano e 

submetidos ao desafio intranasal (i.n.) de OVA (50 µg/ 25 µL de salina), 

administrada uma vez por semana durante 3 semanas. No grupo controle 

negativo foi administrado 25 µL de salina. Os tratamentos foram administrados 

2 horas antes dos desafios com OVA na terceira e quarta semanas do desafio 

antigênico.  Os pós-secos foram redispersados em salina no momento da 

administração. Os animais (10 animais por grupo) foram randomicamente 

divididos em 7 grupos conforme detalhados no item acima. As análises 

ocorreram 24 horas após o último desafio. 
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4.2.4.4 Avaliação da função pulmonar e hiper-reatividade das vias 

aéreas 

A função pulmonar dos animais foi avaliada 24h após o último desafio. A 

hiper-reatividade das vias aéreas foi avaliada pelo método invasivo de 

plestimografia barométrica de corpo inteiro (Buxco, Troy, NY) (88). Os animais 

foram anestesiados com pentobarbital sódio (60 mg/Kg i.p.), e as traqueias foram 

expostas e incisionadas transversalmente entre dois anéis fibrosos, por onde foi 

introduzida uma cânula de traqueostomia. Posteriormente, os animais foram 

levados até ao pletismógrafo onde a cânula de traqueostomia foi conectada a 

um pneumotacógrafo. Os animais foram então tratados com o bloqueador 

neuromuscular brometo de pancurônio (Pavulon® 1 mg/kg) e ventilados 

mecanicamente. Para analisar o desenvolvimento da hiper-reatividade das vias 

aéreas a resistência e a complacência dos animais foram analisadas quando 

submetidos sequencialmente a concentrações crescentes e cumulativas de 

metacolina (3, 9 e 27 mg/mL), em intervalos de 5 min. 

 

4.2.4.5 Análise do fluido de lavagem bronco alveolar (BALF) 

Os camundongos foram mortos por anestesia terminal com tiopental 

(500 mg/Kg), em seguida tiveram a traqueia dissecada e canulada. O fluido de 

lavagem bronco alveolar foi obtido por 3 lavagens consecutivas de 0,5 mL de 

solução salina tamponada (PBS) contendo ácido etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA) (10 mM). Os lavados foram, então, submetidos à citocetrifugação (1500 

rpm por 10 min), o sobrenadante foi recolhido e o “pellet” obtido foi 

ressuspendido em 250 µL de PBS + EDTA (10 mM) para as contagens de 

leucócitos totais e diferencial. 

 

4.2.4.6 Contagem de leucócitos totais e diferencial 

A contagem de leucócitos totais foi realizada em câmara de Neübauer 

através de microscopia óptica (objetiva de 100 X), diluindo-se uma alíquota da 

suspensão de células proveniente do lavado em líquido de Türk (1:10). A 

contagem diferencial foi realizada em citoesfregaços, centrifugados a uma 

rotação de 350 rpm, por 5 minutos (centrífuga Shandon) e posteriormente 

corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa. A avaliação foi feita em 
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microscópio óptico com objetiva de imersão em óleo (objetiva de 100 x), sendo 

contadas 100 células por lâmina para a diferenciação dos leucócitos. 

 

4.2.4.7 Análise histopatológica 

Após o teste de hiper-reatividade brônquica, os camundongos foram 

mortos, a cavidade peritoneal foi aberta e, em seguida, a aorta abdominal foi 

cortada para a liberação do sangue retido. Para a retirada do sangue presente 

no pulmão, foi utilizada a técnica de perfusão, na qual foi inserido um cateter no 

ventrículo direito do coração, por onde foi gotejada uma solução salina com 

EDTA (20 mM). Em seguida, o pulmão foi retirado e fixado em formalina-

Milloning, incluído em parafina e seccionado em micrótomo (5 μm). Secções de 

5 µm foram submetidas a diferentes técnicas de coloração para identificação e 

análise do infiltrado de células inflamatórias, da hipertrofia e perfil de produção 

de muco pelas células caliciformes do epitélio brônquico e da deposição de 

elementos da matriz extracelular nas regiões peribrônquicas. Assim, os 

fragmentos foram corados com Ácido Periódico de Schiff (PAS) (corando 

componentes do muco em tonalidade que varia entre púrpura e magenta), 

Tricrômico de Gomori (destacando componentes da matriz extracelular em 

tonalidade azul) ou Sirius Red pH10.2 (destacando o infiltrado de células 

inflamatórias). As lâminas foram visualizadas em microscopia óptica, com auxílio 

de uma câmera acoplada ao microscópio (Olympus®). 

 

3.3.4.8 Quantificação de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar 

Fragmentos do pulmão dos camundongos foram separados e 

homogeneizados em 1 mL de solução lise contendo um coquetel de inibidores 

de proteases (Complete®) (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) e 0,1% de 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS 1X. Após 

centrifugação de 3500 rpm por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e 

armazenado para posterior quantificação de citocinas e quimiocinas. 

Os níveis de citocinas e quimiocinas foram determinados através da 

técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). As amostras foram 

quantificadas utilizando kits comercialmente disponíveis de IL-4, IL-5, IL-10, IL-
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13 e eotaxina-1 (R&D Systems, Minneapolis, MN), de acordo com as instruções 

do fabricante. 

 

4.2.4.9 Cultura Celular: citotoxicidade e captação celular 

 

Esta parte do trabalho foi realizada em Dublin (Irlanda), na Trinity College 

Dublin (TCD) no laboratório de cultura celular, no “Trinity Biomedical Sciences 

Institute” (TBSI) sob a orientação do Dr. Carsten Ehrhardt. 

 

Cultura Celular: Linhagens H441 e THP-1 

 A linhagem celular bronquial epitelial de adenocarcinoma, H441 

(aderente) e a linhagem de monócitos THP-1 (suspensão), foram obtidas da 

“American Tissue Culture Collection” (ATCC). Para o cultivo celular, ambas 

linhagens foram mantidas em estufa a 37 ± 2 °C, 5% de CO2 em frascos de 

cultivo celular de 75 cm2. O meio de cultura para a linhagem H441 foi composto 

por: 500 mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma), 

suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS), 1% de piruvato de sódio e 1% 

de solução de penicilina e streptomicina. O meio de cultura para a linhagem THP-

1 foi composto por 500 mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

(Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 1% de L-glutamina 

e 1% de solução de penicilina e streptomicina. Quando 80% de confluência 

celular era alcançada, as células eram repicadas (passagem) em novos frascos 

de cultura celular (em torno de 1x por semana). 

 Para a diferenciação das células de monócitos (THP-1) em macrófagos 

funcionais, foi utilizada uma solução de “phorbol-12-myristate-13-acetate – PMA” 

(2000 ng/mL) (83). Primeiramente, as células foram semeadas em placas de 96 

poços na densidade de 100.000 células por poço. Uma quantidade equivalente 

a 2,5 µL da solução de PMA foi adicionada em cada poço para obter uma 

concentração final de PMA de 25 ng/mL, após esse processo a placa foi 

incubada, por 72 horas em estufa nas condições já descritas. O processo de 

diferenciação foi acompanhado dia-a-dia, em microscópio ótico. Mudanças na 
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morfologia de esférica para forma estrelada e, ainda, aderência das células ao 

fundo do poço, indicavam a diferenciação celular. 

 

4.2.4.10 Toxicidade celular: Alamar Blue  

 Os ensaios de toxicidade celular realizados foram o de viabilidade celular 

por Alamar Blue, utilizando a linhagem H441. O ensaio de viabilidade por Alamar 

Blue foi realizado de acordo com as instruções dos fabricantes. 

Alamar Blue: as células da linhagem H441 foram semeadas em placa de 96 

poços na densidade previamente otimizada (16) 75,000 células/cm2 com meio 

isento de FBS. Após atingirem confluência superior a 80%, o meio foi 

cuidadosamente aspirado e os tratamentos a seguir descritos, adicionados. O 

ensaio de Alamar Blue foi realizado para a suspensão de NC contendo 

budesonida, assim como para o sistema DPI (BudNC – Leu). Para a utilização 

do DPI, uma quantidade conhecida de pó foi redispersa em KRB momentos 

antes e diretamente adicionados à placa contendo as células. 

Grupo controle negativo: Meio Krebs – Ringer bicarbonate (KRB) 

Grupo controle positivo: solução de Triton – X 

Grupo Busonid®: 5, 25, 50, 100, 200, 300 e 400 µg/mL 

Grupo NCBR (branca): mesmos volumes correspondentes ao grupo livre 

Grupo BudNC/BudNC - Leu: 5, 25, 50, 100, 200, 300 e 400 µg/mL 

 Após a adição dos tratamentos, a placa permaneceu em agitação 

moderada e temperatura controlada (37 ± 2 °C) durante 4 horas. Depois deste 

período de incubação, o meio com os tratamentos foi cuidadosamente aspirado, 

lavado com KRB, e 100 µL da solução de Alamar Blue foi adicionada em cada 

poço. Após mais 3 horas de incubação foi realizada a leitura da fluorescência 

(570 nm) em espectrofotômetro. A mudança na coloração para rosa pink indica 

células viáveis. Os resultados de viabilidade celular foram calculados em % de 

células viáveis em relação ao controle negativo (KRB – 100% de viabilidade). 

Ambos experimentos foram realizados em triplicata de dose e de placa (n=3). 
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4.2.4.11 Captação celular 

Os ensaios de captação celular foram realizados utilizando a linhagem 

celular bronquial epitelial (H441). As células foram semeadas em placas de 24 

poços na mesma densidade descrita anteriormente (75,000 células/cm2). A partir 

da suspensão de nanocápsulas contendo budesonida e polímero marcado (PCL-

Rod) foram testadas quatro diferentes concentrações de budesonida (10, 25, 50 

e 100 µg/mL) durante 4 horas. Após o período de incubação, os tratamentos 

foram removidos, cuidadosamente, e as células foram lavadas com KRB. Foram 

adicionados 500 µL de solução de Triton – x para provocar lise das células. Após 

lise total das células, a placa foi centrifugada (400xg por 5 minutos) e 50 µL do 

sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 poços de fundo preto e a 

fluorescência das amostras foi realizada em espectrofotômetro a 544 nm. As 

análise foram feitas de hora em hora e em triplicata (n=3).  

 

4.2.4.12 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± Erro Padrão da Média e 

analisados estatisticamente através do teste de análise de variância Two Way 

ANOVA, seguido pelo teste t de Bonferroni ou através do teste One Way ANOVA, 

seguido pelo teste t de Newman-Keuls Student. Os valores de p inferiores ou 

iguais a 0,05 foram considerados significativos. Foi utilizado o software de 

análise estatística (GraphPad Prism versão5.0, SanDiego, CA, USA). 

 

 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Resultados e Discussão 
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5.1 Estudo fatorial 

 

O estudo fatorial desenvolvido avaliou parâmetros importantes no estudo 

de pré-formulação. A partir deste estudo foram avaliados 3 possíveis fatores que 

poderiam afetar a preparação das nanocápsulas de núcleo lipídico, contendo 

budesonida encapsulada (BudNC), assim como a obtenção dos pós-secos por 

aspersão (DPI). Os fatores estudados foram o método de injeção da fase 

orgânica na fase aquosa, o método de remoção do solvente (direta ou indireta) 

e o tipo de adjuvante de secagem que foi utilizado. A utilização destes adjuvantes 

foi baseada no seu uso difundido para a via pulmonar por serem açúcares 

(maltodextrina e lactose) e aminoácidos (leucina).  

Aqui serão abordados, de forma geral, os resultados principais deste 

estudo e utilizados para a escolha da formulação de trabalho. Posteriormente, 

estes resultados serão detalhados.  

Após os testes realizados evidenciou-se que o método de injeção mais 

adequado foi aquele utilizando a seringa, ao invés do funil, pois usando este 

dispositivo, foi possível obter uma suspensão de nanocápsulas com tamanho 

muito reduzido (102 nm), quando comparado ao uso do funil por 

nanoprecipitação (153 nm), com uma distribuição de tamanho estreita e baixo 

índice de polidispersão (0.109 e 0.134, respectivamente). 

Quanto ao método de remoção do solvente, o que apresentou os 

melhores resultados, em termos de diâmetro de partícula, foi o da secagem 

direta em spray-dryer. Cabe ressaltar que este método apresenta várias 

vantagens na produção de formas secas de nanocápsulas, pois é realizado em 

uma etapa única (one pot), sem necessidade do uso de evaporador rotatório, o 

que torna o processo mais rápido e com redução de custos. Devido às 

potencialidades e caráter inovador deste processo, uma patente foi depositada 

junto ao INPI (Anexo 1). 

Após o método de injeção ter sido determinado, assim como o método de 

remoção do solvente, foi avaliada a influência do adjuvante de secagem na 

obtenção dos pós-secos a partir das suspensões de nanocápsulas. Os melhores 

resultados foram usando o adjuvante leucina. Isso foi evidenciado, pois foram os 

pós que apresentaram o diâmetro de partícula mais adequado (2.7 µm) para a 

administração pulmonar, assim como uma distribuição de tamanho estreita e 
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uma tendência a desaglomeração mais pronunciada, quando comparadas às 

formulações com lactose e maltodextrina (60,67 e 95,42 µm, respectivamente). 

Depois de todos estes testes e de 12 formulações desenvolvidas, uma 

formulação foi selecionada para o prosseguimento do trabalho. A formulação 

escolhida então, a partir do estudo fatorial foi a preparada por injeção da fase 

orgânica na aquosa com auxílio de uma seringa, remoção do solvente de forma 

direta em spray-dryer e o adjuvante utilizado foi a leucina, e essa formulação foi 

chamada de BudNC-Leu. 

 

5.2 Preparação e caracterização das suspensões de nanocápsulas 

de núcleo lipídico (BudNC) 

 O método de preparação da BudNC por nanoprecipitação gerou 

suspensões aquosas de aspecto leitoso e homogêneo. Foi realizada a análise 

de tamanho das nanopartículas em suspensão por duas técnicas diferentes. A 

primeira técnica utilizada foi a difração de laser (LD), onde é possível garantir o 

controle nanotecnológico da formulação, pois é possível verificar se populações 

micrométricas estão presentes na distribuição de tamanho, o que pode ser 

indício de que nem todo o material utilizado foi auto-organizado em 

nanocápsulas, podendo ser proveniente de polímero ou fármaco em excesso. 

 Além disso, esta análise foi utilizada para verificar a influência do 

parâmetro do método de injeção da fase orgânica na fase aquosa. A Figura 5 

mostra a distribuição de tamanho, por volume, da suspensão de nanocápsulas 

preparadas pelo método utilizando o funil de plástico (linha verde) e a suspensão 

preparada com o auxílio da seringa (linha vermelha). 
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Figura 5. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via úmida) das 

suspensões de nanocápsulas (volume). 

 

Ambas as suspensões de nanocápsulas apresentaram perfis unimodais e 

na região nanométrica, sem contaminações micrométricas. Analisando este 

gráfico de distribuição de tamanho podemos verificar um tamanho de partícula 

médio (D4,3) maior (178 nm) para o perfil da linha verde (funil), assim como uma 

larga distribuição de tamanho, que pode ser verificado em valores de span 

(1.687). Por outro lado, quando analisamos a distribuição da suspensão de 

nanocápsulas, quando a seringa foi utilizada (linha vermelha), verificamos um 

tamanho de partícula médio inferior (123 nm) e uma distribuição unimodal e 

estreita, com valor de span de 0.899. Além disso, podemos evidenciar valores 

de intensidade maiores para essa distribuição. Isso pode ocorrer porque a 

energia de turbulência de injeção da fase orgânica na aquosa, quando a seringa 

é utilizada, é superior àquela verificada quando o funil é utilizado, formando 

gotículas de óleo menores e, consequentemente, nanocápsulas de tamanho 

menor, no momento da organização das partículas. 

Os mesmos perfis são observados quando analisamos a distribuição de 

tamanho por número de partícula. Estes perfis estão mostrados na Figura 6. 
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Figura 6. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via úmida) das 

suspensões de nanocápsulas (número). 

 

 Os valores de diâmetro médio e span para a suspensão preparadas com 

o emprego do funil (linha verde) foram 178 nm e 1.347, respectivamente. Por sua 

vez, os valores dos mesmos parâmetros, para a suspensão produzida com a 

seringa (linha vermelha) foram 123 nm e 0.836, respectivamente.  

 Também foi realizada a análise de tamanho das suspensões de 

nanocápsulas por espalhamento de luz dinâmico (DLS). Esta técnica permite 

uma análise mais refinada e fidedigna, a respeito do tamanho de partícula de 

sistemas coloidais nanoestruturados.  

 A Figura 7 mostra a distribuição de tamanho das duas suspensões obtidas 

pelos diferentes métodos. 

  



85 
 

 

 

Figura 7. Distribuição de tamanho, por espalhamento de luz dinâmico das 

suspensões de nanocápsulas (intensidade). 

Nesta distribuição de tamanho é possível observar um maior tamanho de 

partícula (z-average) para a suspensão preparada com o funil (linha vermelha). 

Os valores de diâmetro e índice de polidispersão (PDI) foram 153 nm e 0,134, 

respectivamente. Por outro lado, quando se observa a distribuição da suspensão 

de nanocápsulas, preparadas com a seringa, o tamanho de partícula e o PDI 

foram 102 nm e 0,109, respectivamente. Esses dados de DLS corroboraram os 

resultados obtidos por LD, pois a diferença de tamanhos entre as suspensões 

foi mantida, ou seja, a suspensão obtida com auxílio da seringa apresenta um 

diâmetro menor que a obtida com o funil. 

A partir destes resultados e do estudo fatorial, o método para injeção da 

fase orgânica na fase aquosa escolhido para o desenvolvimento das suspensões 

de nanocápsulas foi o uso da seringa. 

 

5.3 Remoção do solvente e/ou secagem das suspensões de 

nanocápsulas e caracterização dos pós 

Depois de definido o método para a preparação das nanocápsulas 

(utilizando a seringa), foi avaliado o método de remoção do solvente ou secagem 

direta. Em paralelo, também foi realizada a avaliação da remoção ou secagem 

direta da suspensão de nanocápsulas, preparadas com o funil (de acordo com o 

organograma do estudo fatorial), mas os resultados não foram promissores 

(dados não mostrados).  

Assim, as nanocápsulas foram preparadas, como descritas anteriormente, 

pelo método da nanoprecipitação utilizando a seringa como dispositivo de 

injeção da fase orgânica na fase aquosa. Seguindo o organograma do estudo 

fatorial, na primeira abordagem, a suspensão resultante da nanoprecipitação foi 

concentrada até o volume de 10 mL, retirando-se toda a acetona e parte da água, 

em evaporador rotatório e foi adicionado 1% de adjuvante de secagem (lactose, 

leucina ou maltodextrina), que será apresentado no decorrer do texto.  
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A segunda estratégia foi realizar a secagem direta da suspensão de 

nanocápsulas. Após a nanoprecipitação, foi adicionado o adjuvante de secagem 

na mesma proporção, para a primeira abordagem e utilizando os mesmos 

adjuvantes. Este método de obtenção de pós-secos de nanocápsulas 

poliméricas por aspersão, de forma direta (one pot), foi desenvolvido pelo nosso 

grupo de pesquisa de acordo com o Anexo 1. 

Após avaliação dos métodos utilizados de remoção do solvente ou 

secagem direta, optou-se pelo método da secagem direta por ser um método 

inovador, em uma única etapa (sem evaporação previa em evaporador rotatório), 

com redução de custos e economia de energia. 

Após ter sido escolhido o método de injeção, com auxílio de seringa, e a 

remoção do solvente direta em única etapa (one pot), foi realizada a avaliação 

qualitativa do adjuvante de secagem utilizado. A concentração do adjuvante foi 

fixada em 1% (m/v), para todas as formulações, e os adjuvantes testados foram 

a lactose, leucina e a maltodextrina. A escolha destes adjuvantes foi por serem 

os mais utilizados para a secagem de nanocápsulas, compatíveis com o 

organismo e aprovados pelo FDA para uso pulmonar. 

Para definição da formulação de trabalho, a análise de tamanho de 

partícula por LD, foi o parâmetro escolhido. Foi utilizada a via seca (Scirocco 

2000) do equipamento MasterSizer para as análises, pois estes resultados 

refletem no tamanho geométrico (D4,3) dos pós-secos, essencial para a 

determinação da faixa adequada de diâmetro ideal para a administração 

pulmonar. 

Quando a lactose (BudNC – Lac) foi utilizada como adjuvante de 

secagem, o aspecto visual do pó obtido, foi de um pó coeso e de fluidez 

deficiente, característica esta que não é desejável para o desenvolvimento de 

sistemas DPI para inalação. Além disso, o perfil de dispersão deste pó mostrou 

grandes aglomerados e não foi possível verificar a presença das nanocápsulas 

poliméricas. Na Figura 8 está representada a distribuição de tamanho por volume 

da formulação BudNC – Lac. 
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Figura 8. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via seca) da 

formulação BudNC - Lac (volume). 

 

É possível observar uma distribuição multimodal da formulação e uma 

distribuição de tamanho heterogênea, quando a lactose é utilizada como 

adjuvante de secagem. O tamanho médio desta formulação foi de 60 μm e um 

valor de span de 4.101. 

Podemos observar na Figura 9 a distribuição de tamanho da mesma 

formulação expressa por número de partícula. Neste perfil ocorre uma 

distribuição bimodal, com tamanho de partícula médio de 34 μm e um valor de 

span de 1.170. A partir destes dados, a formulação com lactose foi descartada, 

devido ao elevado tamanho de partícula, não sendo adequado para a 

administração pulmonar. 

 

 

Figura 9. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via seca) da 

formulação BudNC - Lac (número). 

 O próximo passo foi realizar a secagem direta da suspensão de 

nanocápsulas usando a maltodextrina como adjuvante de secagem. Os 

resultados obtidos não foram promissores. Embora aspecto visual do pó obtido, 

tenha sido de um pó com boa fluidez aparente, característica esta que é 

desejável para o desenvolvimento de sistemas DPI para inalação, as análises de 

tamanho de partícula apresentaram resultados desencorajadores. A Figura 10 

mostra o perfil de distribuição de tamanho da formulação BudNC – Mal. 
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Figura 10. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via seca) da 

formulação BudNC - Mal (volume). 

 

Podemos observar na figura uma distribuição multimodal, com tamanho 

de partícula grande e perfil heterogêneo de distribuição. O tamanho médio desta 

distribuição foi de 95 μm e um valor de span de 10.806. Esses resultados estão 

na mesma linha dos encontrados quando a lactose foi utilizada, ou seja, com 

distribuição e valores de tamanho médio não compatíveis com o uso pulmonar 

para inalação. 

A análise da distribuição por número de partícula, desta mesma 

formulação (BudNC – Mal), está mostrada na Figura 11. 
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Figura 11. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via seca) da 

formulação BudNC - Mal (número). 

 

Nesta figura encontra-se representada a distribuição de tamanho da 

mesma formulação expressa por número de partícula. Neste perfil ocorre uma 

distribuição monomodal, com tamanho de partícula médio de 10 μm e um valor 

de span de 1.217. Apesar de ser uma distribuição monomodal, o tamanho de 

partícula de 10 μm situa-se fora dos preconizados para a administração 

pulmonar. Além disso, visualmente, o pó encontrava-se muito aglomerado, ou 

seja, inviável para a inalação. A partir destes dados, a formulação com 

maltodextrina também foi descartada, devido ao elevado tamanho de partícula e 

elevado grau de aglomeração, não sendo adequado para a administração 

pulmonar. 

Finalmente, foi realizada a avaliação do uso da leucina, como adjuvante 

de secagem, para a secagem direta das suspensões de nanocápsulas. As 

características visuais do pó mostravam uma dispersibilidade e fluidez aparentes 

promissoras. No entanto, a adequabilidade do uso destes DPI, usando leucina, 

só foi confirmada através das análises de distribuição de tamanho. A Figura 12 

mostra a distribuição de tamanho por volume da BudNC – Leu. 

 

Figura 12. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via seca) da 

formulação BudNC - Leu (volume). 

 

A partir dos dados descritos na Figura 12 podemos verificar uma 

distribuição bimodal; no entanto, o interessante neste perfil é que pela primeira 

vez foi possível evidenciar a presença das nanocápsulas, após a dispersão do 

pó BudNC – Leu. Trata-se de um resultado importante, pois mostra que as 

nanocápsulas ainda estão presentes, mesmo após o processo de secagem e 

são passíveis de se desaglomerarem do microaglomerado com leucina, 

mostrando a adequabilidade dos métodos utilizados, tanto de injeção, quanto o 

de secagem em etapa única. O valor de tamanho médio, por volume, foi de 2,7 
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μm e valor de span de 1.616. Esses valores estão adequados para a 

administração pulmonar. 

A análise do gráfico de distribuição da mesma formulação, agora 

expressado por número de partícula, está representada na Figura 13. 

 

Figura 13. Distribuição de tamanho, por difração de laser (via seca) da 

formulação BudNC - Leu (número). 

 

Essa distribuição de tamanho mostrou uma distribuição unimodal com 

tamanho médio de partícula de 2,7 μm e valor de span de 1.151, mostrando 

adequabilidade para o uso desta formulação seca como DPI. 

Para melhor análise comparativa destes dados, a Tabela 2 mostra 

esses valores de tamanho médio de partícula assim como os valores de span 

para todas as formulações analisadas. 

Tabela 2. Valores de tamanho de partícula e span das formulações 

desenvolvidas 

Formulações Volume Número 

 D4,3 (μm) Span D4,3 (μm) Span 

BudNC – Lac 60.7 4.101 33.4 1.170 

BudNC – Mal 95.4 10.806 9.9 1.217 

BudNC – Leu  2.7 1.616 2.7 1.151 

 

Levando-se em consideração todas as análises de pré-formulação e 

análise do estudo fatorial, respaldados por todos os dados supracitados, foi 

possível elencar a formulação contendo leucina, como adjuvante de secagem da 

suspensão de nanocápsulas, como a de escolha para dar continuidade aos 

estudos posteriores. 

 

5.3.1 Rendimento do processo de secagem 
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O processo de secagem, utilizando o Mini Spray Dryer, proporcionou 

rendimentos satisfatórios, tendo em vista que é inerente da técnica perdas de 

material, no momento da secagem. Essas perdas são decorrentes da adsorção 

de material na torre de secagem e, ainda, perda das partículas muito pequenas 

pela parte superior do ciclone para o filtro coletor. O rendimento médio do 

processo de secagem da formulação de escolha (BudNC – Leu) foi de 75 ± 6 % 

entre 3 lotes diferentes de formulação. 
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5.3.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A técnica de microscopia eletrônica de varredura é muito importante na 

caracterização de micro- e nanopartículas. Essa técnica permite a observação 

da morfologia das partículas, topografia, presença ou não de poros, 

determinação do tamanho da partícula primária isolada e, ainda, a verificação da 

distribuição de tamanho do sistema (35, 89). 

A Figura 14 mostra uma fotomicrografia da formulação escolhida (BudNC 

– Leu). Nesta fotomicrografia podemos analisar a dispersão, de uma maneira 

geral, deste pó-seco. Este pó se encontra aglomerado, mas passível de 

desaglomeração quando submetido a um fluxo de ar, como visto pela análise de 

tamanho por LD. 

 

Figura 14. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da formulação 

BudNC - Leu, na magnificação de 5000x. 

 

Podemos verificar pelas fotomicrografias de MEV que as partículas 

obtidas possuem um formato esférico. O formato esférico é importante para a 

deposição pulmonar, quando comparado a formatos amorfos, pois reflete, 

positivamente, nas propriedades de fluxo, facilitando assim os fenômenos de 

impactação, sedimentação e difusão das partículas no trato respiratório (90). 

Outra característica importante das partículas, produzidas por aspersão, 

é a superfície. Por esta análise é possível evidenciar se a superfície é lisa ou se 

apresenta rugosidades e, também, se ocorre a presença de poros. Estas 

propriedades são de extrema importância no desenvolvimento de pós-secos 

para a inalação (DPI). 

A Figura 15 e a Figura 16 mostram com mais detalhes a superfície de uma 

partícula isolada. 

 

Figura 15. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da formulação 

BudNC - Leu, na magnificação de 10000x. 
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Essa duas imagens mostram uma característica muito importante, que 

deve ser levada em consideração no desenvolvimento de sistemas para a 

inalação, que é o tamanho da partícula primária isolada. É possível verificar, a 

partir destas figuras, que os aglomerados micro-nano possuem um tamanho 

reduzido na faixa entre 1 – 5 μm, que está na faixa adequada preconizada para 

o desenvolvimento de DPI (2, 5). Esse resultado corrobora as análises de 

tamanho de partícula, por difração de laser, que mostraram tamanho de partícula 

de 2,7 μm. 

A partir destas duas fotomicrografias também podemos verificar a 

superfície irregular e rugosa das partículas. Sugerimos que a leucina está 

formando uma matriz entre as nanocápsulas, o que favorece a desaglomeração 

no momento da inalação. Esta característica da leucina é descrita na literatura 

por promover um aumento na aerolização destas partículas secas. Isso acontece 

por que a presença da leucina entre as partículas gera uma superfície rugosa, 

promovendo melhores características de fluidez entre as partículas, promovendo 

uma menor força de contato e de atrito entre elas, o que facilita a 

desaglomeração e dispersibilidade das nanocápsulas. Além disso, a superfície 

irregular apresentada fornece uma maior área superficial destas partículas, o que 

proporciona uma área de contato maior do fluxo de ar com a partícula, 

característica essa que também aumenta a desaglomeração e a aerolização 

destas partículas (91, 92). 
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Figura 16. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da formulação 

BudNC - Leu, na magnificação de 20000x. 
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5.3.3 Quantificação da budesonida por HPLC 

A quantificação da budesonida foi determinada por cromatografia liquida 

de alta eficiência com detecção por UV, de acordo com método da literatura (10). 

Foram construídas 3 curvas de calibração diferentes e o gráfico da média dessas 

curvas está representado na Figura 17. O coeficiente de correlação obtido foi de 

0,9999. 

 

Figura 17. Curva de calibração da budesonida (n =3). 

 

A partir desta figura podemos afirmar que o método foi linear para a faixa 

de concentração testada (0,1 a 40 μg/mL). 

Depois de construída a curva de calibração, foi realizada a avaliação do 

teor de budesonida e a recuperação, utilizando as amostras dos pós-secos, 

contendo as nanocápsulas de budesonida. O teor encontrado foi de 8,5 mg de 

budesonida por grama de pó e a recuperação foi próxima a 100%. 

 

5.3.4 Deposição, in vitro, dos pós-secos em impactador em cascata de 

Andersen 

Foi avaliada a deposição, in vitro, dos pós-secos em impactador em 

cascata de Andersen (ACI). Esta avaliação é importante no desenvolvimento de 

sistemas carreadores de fármacos visando à via pulmonar, pois representa uma 

estimativa do perfil de deposição das partículas no trato respiratório simulado. 

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

vão se distribuir no trato respiratório e aonde vão se depositar, além de ser 

possível determinar a fração de partículas finas respiráveis depositadas nos 

estágio correspondente às partículas com diâmetro inferior a 5,4 μm (FPF – fine 

powder fraction). O FPF é um parâmetro importante, pois reflete a porção de 

partículas que são capazes de chegar às partes mais profundas dos pulmões, 

as quais garantem uma maior concentração de fármaco nestes locais, permitindo 

maior eficácia terapêutica (2). 



96 
 

 

A Figura 18 apresenta a distribuição da formulação BudNC – Leu. Os 

resultados estão apresentados em valores de média e desvio padrão (n = 3). 

 

Figura 18. Perfil de distribuição dos pós-secos avaliados em impactador 

em cascata de Andersen. Cada estágio refere-se à média ± erro padrão (n 

= 3), o FPF representa a soma dos estágios 2 até o 7. 

 

Pode-se observar uma distribuição heterogênea das nanopartículas no 

impactador em cascata. Cerca de 15% das partículas ficaram depositadas na 

cápsula (C) e na região T (throat). Esta porção depositada nesta região refere-

se à parte das partículas que não desaglomeraram no momento da inalação. 

Isso pode ocorrer em sistemas do tipo DPI; no entanto, esse problema pode ser 

contornado com o revestimento das placas de impactação, aumento do tempo 

de inalação de 4 para 8 segundos e o volume de ar inspirado. 

A partir do estágio T, temos uma distribuição heterogênea das partículas. 

No entanto, observamos um valor de FPF em torno de 30%. Não existe um valor 

considerado ideal descrito na literatura, portanto este valor foi considerado 

satisfatório. No trabalho desenvolvido por Fontana e colaboradores (2014), os 

valores de FPF observados foram na faixa entre 59 e 62% para nanopartículas 

pulverulentas compostas de PCL e deoxicolato de sódio, obtidas por atomização 

vibracional (93). Em um trabalho do nosso grupo de pesquisa, Ortiz e coautores 

(2015) desenvolveram micropartículas de quitosana contendo dapsona e os 

valores de FPF obtidos foram em torno de 50% (94). Teoricamente, estas 

partículas finas, são eficazes em atingir, inclusive, partes que correspondem às 

mais profundas dos pulmões.  

 

5.4 Modelo in vivo de inflamação pulmonar alérgica aguda induzida 

por ovalbumina 

 

5.4.1 Avaliação da função pulmonar e hiper-reatividade das vias 

aéreas 
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O quadro da asma é caracterizado, principalmente, pela hiper-

reatividade brônquica das vias aéreas (AHR). Neste contexto, foi avaliado neste 

estudo, a capacidade da formulação BudNC – Leu de atenuar esse quadro em 

modelo animal de asma alérgica induzida por OVA em camundongos. 

A resistência pulmonar é definida como sendo a resistência do trato 

respiratório no fluxo de ar durante a inspiração e a expiração. Na Figura 19 

podemos observar que a análise da função pulmonar mostra que aerolizações 

com concentrações crescentes de metacolina resultaram no aumento 

significativo da hiper-reatividade das vias aéreas do grupo desafiado 

antigenicamente com OVA, em comparação ao grupo desafiado com salina. 

Também é possível verificar nesta figura, que a formulação que continha as 

nanocápsulas brancas, sem budesonida (Grupo BudNC), não foi capaz de 

reduzir a AHR em termos de resistência, mostrando valores iguais, 

estatisticamente, para todas as concentrações de metacolina avaliadas. Quando 

foram analisados os tratamentos com budesonida, tanto comercial quanto 

nanoencapsulada e em ambas as doses (0,5 ou 1 mg/Kg), variações na AHR 

puderam ser observadas. 

Pela análise dos resultados descritos na Figura 19 é possível verificar uma 

tendência à redução da resistência pulmonar nos grupos tratados com a 

formulação comercial (Bud 0,5 e Bud 1,0), nas doses mais altas de metacolina, 

no entanto, não existe diferença estatística significativa quando comparadas ao 

Grupo OVA. Por outro lado, quando analisamos a ação da budesonida 

nanoencapsulada em ambas as doses (BudNC 0,5 e BudNC 1,0), é evidente 

uma redução da resistência pulmonar, chegando a níveis próximos ao Grupo 

Salina. Pode-se verificar essa diferença, principalmente, nas maiores 

concentrações de metacolina, mostrando redução da resistência dos grupos 

tratados com a budesonida nanoencapsulada, em ambas as doses testadas, 

quando comparados com o Grupo OVA (p<0.05). 

 

Figura 19.  Efeito do tratamento com budesonida nanoencapsulada sobre 

a hiper-reatividade das vias aéreas (parâmetro de resistência pulmonar) 

no modelo agudo de asma induzida por OVA. Os valores representam a 

média ± E.P.M. de 8 a 14 animais por grupo (# p<0.001 – Grupo OVA e 
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Grupo NC x Grupo Salina; & p<0.05 – Grupo Bud x Grupo OVA e * p<0.05 – 

Grupo BudNC x Grupo OVA e Grupo NC). 

 

Para melhor visualização deste perfil de resultados de resistência 

pulmonar e melhor comparação entre os grupos tratados, foi construído um 

gráfico de área sob a curva com os dados obtidos. Na Figura 20 podemos 

verificar diferenças significativas entre o Grupo OVA e o Grupo NC em relação 

ao Grupo Salina (p<0.001). Essa diferença indica que o desafio antigênico 

promoveu o aumento da resistência pulmonar em resposta a concentrações 

crescentes de metacolina aerolizada. De forma semelhante, o tratamento com 

nanocápsulas brancas (Grupo NC) manteve o perfil de resistência pulmonar 

neste modelo experimental.  

Nesta figura, também observa-se que os grupos tratados com budesonida 

comercial Busonid®, em ambas as doses (Grupo Bud 0,5 e Grupo Bud 1,0), não 

apresentaram redução significativa da resistência, quando comparados ao grupo 

OVA).  

Por outro lado, quando analisamos os grupos tratados com a budesonida 

nanoencapsulada (Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0), observamos redução 

significativa da resistência, quando comparados ao Grupo OVA (p<0.05), 

Concomitantemente, observa-se que a redução da resistência ficou próxima aos 

níveis do Grupo Salina.  

Ainda, é importante ressaltar que quando realizada a comparação entre 

as doses dos grupos BudNC e Bud, esse estudo mostrou uma redução 

significativamente maior na resistência pulmonar quando a budesonida estava 

nanoencapsulada em relação à forma comercial (p<0.05). 
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Figura 20. Área sob a curva (AUC) do perfil de resistência pulmonar frente 

a concentrações crescentes de metacolina (# p<0.001 – Grupo OVA e 

Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0 

x Grupo OVA e Grupo NC; + p<0.05 - Grupos BudNC 0,5 ou BudNC1,0 x 

Grupos Bud na respectiva dose). 

Esses dados mostram a importância da nanoencapsulação da 

budesonida. Quando encapsulada em nanocápsulas de núcleo lipídico e secas 

por spray-dryer, na forma de DPI, a budesonida proporcionou uma redução 

significativamente maior da resistência pulmonar, quando comparada à 

budesonida em uma formulação comercial, mostrando assim a potencialidade 

do uso da nanotecnologia para o tratamento da asma. 

Perfil semelhante de redução da AHR, utilizando os pós-secos contendo 

as nanocápsulas, foi obtido quando analisamos o parâmetro de elastância 

pulmonar. A elastância pulmonar é definida como sendo a medida do trabalho 

que deve ser feito pelos músculos pulmonares, na inspiração, para expandir os 

pulmões. A Figura 21 mostra o gráfico de elastância pulmonar avaliada após 

indução do modelo de asma e avaliação dos tratamentos, conforme descrito no 

item anterior. 
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Figura 21. Efeito do tratamento com budesonida nanoencapsulada sobre 

a hiper-reatividade das vias aéreas (parâmetro de elastância pulmonar) no 

modelo agudo de asma induzida por OVA. O gráfico apresenta valores de 

elastância pulmonar após desafio antigênico com OVA e posterior 

avaliação dos tratamentos. Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 

a 14 animais por grupo (# p<0.001 – Grupo OVA e Grupo NC x Grupo 

Salina; & p<0.05 – Grupo Bud 1,0 x Grupo OVA e * p<0.05 – Grupo BudNC 

x Grupo OVA e Grupo NC). 

 

 A partir da análise da Figura 21, de forma semelhante ao parâmetro de 

resistência pulmonar, observamos que o desafio antigênico promoveu o 

aumento da elastância pulmonar em resposta a concentrações crescentes de 

metacolina aerolizada em camundongos AJ machos. Isso está evidenciado pelo 

aumento significativo da elastância no Grupo OVA quando comparado ao Grupo 

Salina (p<0.001), em diferentes concentrações de metacolina. Também é 

possível analisar que, os animais quando tratados com as nanocápsulas brancas 

(Grupo NC), não apresentaram alterações no perfil de elastância pulmonar, uma 

vez que este grupo apresentou valores semelhantes ao Grupo OVA. Assim como 

na resistência pulmonar, os grupos tratados com a budesonida comercial, em 

ambas as doses, não foram capazes de reduzir significativamente a elastância 

pulmonar. Por outro lado, quando alisamos os grupos tratados com a budesonida 

encapsulada nas nanocápsulas de núcleo lipídico, na forma de DPI, observa-se 

uma redução significativa na elastância quando comparados aos Grupos OVA e 

OVA + NC.  

Para uma melhor análise dos resultados e comparação entre os grupos 

experimentais, foi construído o gráfico de área sob a curva (AUC) da elastância. 

Esses resultados estão mostrados na Figura 22. 

 

Figura 22. Área sob a curva (AUC) do perfil de elastância pulmonar frente 

a concentrações crescentes de metacolina (# p<0.001 – Grupo OVA e 

Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0 
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x Grupo OVA e Grupo NC; + p<0.05 - Grupos BudNC0,5 ou BudNC1,0 x 

Grupos Bud na respectiva dose). 

 

Nesta figura podemos melhor evidenciar a diferença entre os tratamentos. 

É possível verificar a diferença do Grupo Ova e Grupo NC em relação ao Grupo 

Salina, indicando que o desafio antigênico promoveu o aumento da elastância 

pulmonar em resposta a concentrações crescentes de metacolina aerolizada, 

sendo que o tratamento com NC manteve este perfil. Os grupos tratados com o 

fármaco comercial, em ambas as doses testadas, não apresentaram redução 

significativa da elastância, quando comparados aos grupos controles. Ainda, é 

importante ressaltar que quando realizada comparação entre as doses, as 

formulações BudNC, em ambas as doses testadas, mostraram uma redução 

significativamente maior quando a budesonida estava nanoencapsulada em 

relação à forma comercial (p<0.05). 

Ambos os parâmetros, tanto da resistência quanto da elastância 

pulmonares, mostraram uma redução significativa quando a budesonida era 

usada nanoencapsulada, quando comparada à budesonida comercial, 

mostrando o potencial da nanotecnologia no desenvolvimento de sistemas DPI, 

para o tratamento da asma no modelo agudo proposto. 

 

5.4.2 Contagem de leucócitos totais e diferencial 

 A análise do fluido de lavagem bronco alveolar (BALF – Broncho Alveolar 

Lavage Fluid) é de extrema importância para verificação da celularidade. Como 

o quadro de asma é caracterizado por inflamação exacerbada dos pulmões, é 

possível, a partir da análise do BALF, estimar a quantidade de células 

inflamatórias que estão presentes neste tecido, na forma de contagem de 

leucócitos totais e também realizar a análise diferencial, podendo assim sugerir 

o tipo de resposta celular que está envolvida.  

 Neste experimento agudo foi realizada a coleta do BALF e a contagem 

dos leucócitos totais foi realizada em câmara de Neübauer. A Figura 23 mostra 

a contagem total de leucócitos no BALF. 
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Figura 23. Contagem dos leucócitos totais no BALF (# p<0.001 – Grupo 

OVA e Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 1,0 x Grupo OVA; 

*** p<0.001 – Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0 x Grupo OVA e Grupo 

NC; + p<0.05 – Grupo BudNC 0,5 x Grupo Bud 0,5; ++ p<0.01 Grupo 

BudNC 1,0 x Grupo Bud 1,0). 

 

Podemos verificar o aumento significativo do número total de leucócitos 

no Grupo OVA (p<0.001), indicando a presença do quadro inflamatório neste 

grupo. Ainda, verificamos um perfil semelhante no Grupo NC, mostrando que o 

modelo induziu a inflamação adequadamente e que o tratamento com 

nanocápsulas sem budesonida, não foi capaz de interferir na celularidade, 

apresentando perfil semelhante ao Grupo OVA. 

Quando analisamos o tratamento com a budesonida comercial, podemos 

verificar que, a menor dose (Grupo Bud 0,5), não foi capaz de reduzir 

significativamente o infiltrado leucocitário total. No entanto, quando analisamos 

a maior dose utilizada (Grupo Bud 1,0), podemos verificar uma diminuição 

significativa no número de leucócitos totais no BALF (p<0.05), quando 

comparados com o Grupo OVA. Esta diminuição foi de 20 e 44%, 

respectivamente a cada dose. Por outro lado, quando analisamos os grupos 

tratados com as nanocápsulas, se observa uma redução significativa no número 

total de leucócitos no BALF, já com a menor dose de 0,5 mg/Kg – Grupo BudNC 

0,5 (p<0.001). O mesmo perfil observa-se com a dose maior – Grupo BudNC 1,0 

(p<0.001). Esta diminuição foi de 70 e 80%, respectivamente a cada dose. 

Importante ressaltar aqui que a comparação entre as doses apresentou 

diferença significativa na contagem total dos leucócitos no BALF, entre os grupos 

com budesonida comercial e das nanocápsulas. Além da redução do número 

total de leucócitos no BALF ser mais pronunciada nos grupos 

nanoencapsulados, para ambas as doses, podemos verificar que o grupo da 

maior dose (Grupo BudNC 1,0) foi capaz de reduzir essa contagem a níveis do 

Grupo Salina. 



104 
 

 

Depois de feita a contagem dos leucócitos totais, foi realizada a análise 

da contagem diferencial. A Figura 24 mostra a contagem dos eosinófilos, 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos. 
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Figura 24. Contagem diferencial dos leucócitos no BALF. A) eosinófilos; 

B) linfócitos C) macrófagos e D) neutrófilos (# p<0.001 – Grupo OVA e 

Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 1,0 x Grupo OVA; *** 

p<0.001 – Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0 x Grupo OVA e Grupo NC; 

+ p>0.05 – Grupo BudNC 0,5 x Grupo Bud 0,5; ++ p<0.01 Grupo BudNC 1,0 

x Grupo Bud 1,0). 

 

A partir desta figura, podemos verificar que a resposta inflamatória deste 

modelo agudo de asma alérgica é majoritariamente eosinofílica, quando 

comparado às outras células. De acordo com dados da literatura, a resposta 

eosinofílica no quadro asmático é característica neste tipo de inflamação alérgica 

(1, 8, 9, 41). Analisando esta figura verifica-se que o número de eosinófilos no 

BALF (Figura 24 A) está aumentado no Grupo OVA e no Grupo NC, mostrando 

que o tratamento com NC não evitou a elevada migração deste tipo celular no 

infiltrado pulmonar, durante o processo inflamatório (p<0.001). Este mesmo perfil 

foi encontrado, quando avaliadas as contagens de linfócitos (Figura 24 B), 

macrófagos (Figura 24 C) e neutrófilos (Figura 24 D), entretanto em menores 

proporções. 

Quando analisamos o tratamento com o Busonid®, em ambas as doses 

(0,5 e 1,0 mg/Kg), estas não foram capazes de reduzir, significativamente, a 

contagem celular de linfócitos e neutrófilos no BALF. Estes tratamentos 

conseguiram reduzir o número de células no BALF, apenas na resposta 

eosinofílica (redução de 67%) e dos macrófagos (redução de 47%), mas apenas 

na dose mais elevada de 1,0 mg/Kg – Grupo Bud 1,0 (p<0.05), quando 

comparado ao Grupo OVA. 

Por outro lado, quando analisamos os grupos tratados com as 

nanocápsulas na forma seca de DPI, podemos verificar que ambos os 

tratamentos, tanto na dose 0,5 ou 1,0 mg/Kg (Grupo BudNC 0,5 e BudNC 1,0), 

foram capazes de reduzir, significativamente, todas as células avaliadas, no 

infiltrado pulmonar, quando comparadas ao Grupo OVA (p<0.001). Além disso, 

destaca-se a importância desta pronunciada redução na resposta eosinofílica, 

uma vez que estas células são as células predominantes neste modelo e que 



106 
 

 

modulam e/ou desencadeiam inúmeras respostas celulares que caracterizam o 

quadro inflamatório na asma. Esta diminuição foi de 96 e 98%, respectivamente 

a cada dose. Esta drástica redução foi muito importante, pois em modelos de 

estudos anteriores não houve um decréscimo tão significativo. Isso mostra o 

potencial uso das nanocápsulas de núcleo lipídico na forma pulverulenta para 

alcançar esse resultado tão expressivo. 

 

5.4.3 Análise histopatológica 

A fim de avaliar possíveis alterações morfológicas no tecido pulmonar, a 

análise histopatológica foi realizada. Foram feitas avaliações na produção de 

muco através da coloração com Ácido Periódico de Schiff (PAS), na fibrose 

através da coloração com Tricômico de Gomori (TG) e da celularidade na região 

peribronquiolar através da coloração com Sirius Red (SR).  

A análise da produção de muco está representada na Figura 25. Esta 

figura apresenta uma via aérea que foi corada com ácido periódico de Schiff 

(PAS), mostrando a produção de muco em coloração que varia do púrpura ao 

magenta. Podemos observar hipertrofia e hipersecreção de muco por células 

caliciformes do epitélio brônquico induzidos pelos desafios com OVA (Figura 25 

B). Embora, de forma qualitativa, podemos dizer que estas alterações são mais 

evidentes se comparadas ao Grupo Salina (Figura 25 A). Quando analisamos as 

fotomicrografias dos grupos tratados com a budesonida comercial (Figura 25 D 

e E), em ambas as doses testadas, não foi possível visualizar uma redução, 

mesmo que qualitativa, na produção de muco, quando comparadas ao Grupo 

OVA. Por outro lado, é possível sugerir uma redução nas células caliciformes e, 

consequentemente, na produção de muco quando analisamos os cortes 

histológicos dos grupos tratados com a budesonida nanoencapsulada (Figura 25 

F e G).  

 

Figura 25. Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar em 
modelo de asma aguda sobre a produção de muco. Exames histológicos 
nas secções pulmonares coradas com Ácido Periódico de Schiff (PAS) 

foram realizados 24 h após o último desafio antigênico. Grupo Salina (A), 
Grupo OVA (B), Grupo OVA + NC (C), Grupo OVA + Bud 0,5 mg/kg (D), 
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Grupo OVA + Bud 1,0 mg/Kg (E), Grupo OVA + BudNC 0,5 mg/kg (F) e 
Grupo OVA + BudNC 1,0 mg/kg (G). Aumento final 400x. 

 

A Figura 26 mostra as vias áreas do tecido pulmonar coradas com 

Tricômico de Gomori (TG). Este corante destaca componentes da matriz 

extracelular em tonalidade azul. Podemos observar que o desafio antigênico com 

OVA também resultou em fibrose na região ao redor das vias aéreas (Figura 26 

B). Este quadro de fibrose subcelular também está estabelecido no grupo tratado 

com nanocápsulas branca (Grupo NC) (Figura 26 C). Por outro lado, quando 

analisamos os grupos tratados com a budesonida comercial (Figura 26 D e E), 

podemos sugerir uma pequena redução na fibrose. Em contrapartida, o 

tratamento com a formulação BudNC – Leu (Figura 26 F e G), em ambas as 

doses, apresentou uma redução bastante evidente na redução da fibrose sub-

epitelial quando comparada ao Grupo OVA, estando a morfologia do tecido 

bastante semelhante ao Grupo Salina. Este resultado sugere que a formulação 

pode estar atuando sobre o remodelamento tecidual. Posteriormente, será 

realizada a quantificação de fibrose através de morfometria digital. Tanto a 

análise da presença de muco quanto os dados de fibrose sub-epitelial estão de 

acordo com os dados observados nos parâmetros de função pulmonar e de 

celularidade, indicando o efeito superior na budesonida quando administrada na 

forma de DPI. 

 

  

 

Figura 26. Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar em 
modelo de asma aguda sobre o depósito de fibrose sub-epitelial. Exames 
histológicos nas secções pulmonares coradas com Tricômico de Gomori 
(TG) foram realizados 24 h após o último desafio antigênico. Grupo Salina 
(A), Grupo OVA (B), Grupo OVA + NC (C), Grupo OVA + Bud 0,5 mg/kg (D), 

Grupo OVA + Bud 1,0 mg/Kg (E), Grupo OVA + BudNC 0,5 mg/kg (F) e 
Grupo OVA + BudNC 1,0 mg/kg (G). Aumento final 400x. 

  

Considerando as alterações de celularidade observadas no BALF, 

visando avaliar esta celularidade no tecido pulmonar, a última análise histológica 
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realizada foi a coloração com Sirius Red (SR). Esta análise permite analisar 

quantitativamente os tipos celulares presentes no infiltrado pulmonar. 

A Figura 27, corada com Sirius Red (SR) deixa evidente as células do 

infiltrado pulmonar referente ao processo inflamatório no quadro asmático. 

Nestas fotomicrografias podemos verificar um aumento no total de 

leucócitos na região peribronquiolar dos pulmões no Grupo OVA (Figura 27 B) e 

Grupo NC (Figura 27 C). O principal aspecto a ser analisado nestas imagens é 

a presença exacerbada de eosinófilos no infiltrado (indicados pelas setas 

amarelas), perfil característico na inflamação alérgica induzida por OVA. Quando 

analisamos os grupos tratados com a budesonida comercial, podemos sugerir, 

embora que qualitativamente, uma redução no número de eosinófilos no Grupo 

Bud 0,5 mg/Kg (Figura 27 D), mas uma redução, visualmente, mais pronunciada 

se observa no grupo tratado com a maior dose (Figura 27 E). Por outro lado, 

quando analisamos as imagens dos grupos tratados com a budesonida 

nanoencapsulada, verificamos que, embora qualitativamente, esta redução é 

muito mais evidente em ambas as doses utilizadas (Figura 27 G). Esses dados 

corroboram os dados encontrados na análise do BALF, onde foi possível 

observar uma redução nos leucócitos totais e também na resposta eosinofílica, 

que foi mais pronunciada nos grupos tratados com a budesonida 

nanoencapsulada. Quando foi realizada uma comparação entre as doses de 

tratamento uma resposta mais evidente foi observada quando a maior dose foi 

utilizada (Grupo BudNC 1,0). 

 

Figura 27. Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar em 
modelo de asma aguda sobre o influxo leucocitário tecidual. Exames 

histológicos nas secções pulmonares coradas com Sirius Red (SR) foram 
realizados 24 h após o último desafio antigênico. Grupo Salina (A), Grupo 

OVA (B), Grupo OVA + NC (C), Grupo OVA + Bud 0,5 mg/kg (D), Grupo 
OVA + Bud 1,0 mg/Kg (E), Grupo OVA + BudNC 0,5 mg/kg (F) e Grupo 

OVA + BudNC 1,0 mg/kg (G). Aumento final 1000x. 

 

5.4.4 Quantificação de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar 
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Visando uma melhor compreensão da interferência do tratamento com a 

formulação de budesonida no processo inflamatório pulmonar alérgico, 

avaliamos o efeito dos tratamentos sobre os níveis de citocinas e quimiocinas 

envolvidas neste modelo experimental. A produção da quimiocina eotaxina – 1 é 

a principal característica na resposta inflamatória, pois é a principal responsável 

pelo recrutamento de eosinófilos da circulação para o tecido pulmonar durante o 

processo inflamatório. Essa produção exacerbada de eotaxina -1 promove a 

ligação à proteína G, que promove a migração de leucócitos da corrente 

circulatória e de produção de interleucina 5 (IL-5), também importante no 

recrutamento e maturação de eosinófilos. A IL-5 e IL-13 são citocinas pró-

inflamatórias muito importantes no desenvolvimento da asma. 

Os níveis de eotaxina – 1, IL-5, IL-13 e IL-10 estão mostrados na Figura 

28. 

 

Figura 28. Quantificação da quimiocina eotaxina - 1 (A) e citocinas pró-

inflamatórias IL-5 (B), IL-13 (C) e anti-inflamatória IL-10 (D). # p<0.001 – 

Grupo OVA e Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 0,5 ou 

Grupo Bud 1,0 x Grupo OVA e Grupo NC; ** p<0.01 – Grupo BudNC 1,0 x 

Grupo OVA e Grupo NC; *** p<0.001 – Grupo BudNC 0,5 ou Grupo BudNC 

1,0 x Grupo OVA e Grupo NC; + p<0.05 – Grupo Bud 1,0 x Grupo BudNC 

1,0 e +++ p<0.001 – Grupo Bud 1,0 x Grupo BudNC 1,0. 

 

A partir desta figura podemos analisar a quantificação destes mediadores 

inflamatórios no tecido pulmonar. A Figura 28 A mostra os níveis da quimiocina 

eotaxina – 1 no tecido pulmonar. Essa quimiocina é um marcador importante na 

análise da inflamação, pois é a principal recrutadora de leucócitos, 

especialmente eosinófilos, da circulação para o tecido pulmonar no processo 

inflamatório de asma. Podemos verificar que os níveis da eotaxina – 1 estão 

aumentados no Grupo OVA e Grupo NC, quando comparados ao Grupo Salina 

(p<0.001). Estes dados corroboram o aumento do número de leucócitos totais e, 

principalmente, o aumento no número de eosinófilos na contagem diferencial das 

células a partir do BALF e da análise histopatológica. 
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Quando analisamos os grupos tratados com a budesonida comercial, 

podemos verificar que estes tratamentos, em ambas as doses testadas, não 

foram capazes de reduzir significativamente os níveis de eotaxina – 1 no 

infiltrado pulmonar. Esse dado suporta os dados obtidos na contagem dos 

leucócitos totais no BALF. No entanto, na contagem total e diferencial de 

eosinófilos, a maior dose foi capaz de reduzir significativamente o número de 

células, já na quantificação da eotaxina – 1, ambas as doses utilizadas não foram 

capazes de reduzir os níveis desta quimiocina no tecido pulmonar. 

Perfil semelhante foi obtido quando analisamos as formulações contendo 

a budesonida nanoencapsulada. No entanto, apenas a dose de 1,0 mg/Kg foi 

capaz de reduzir, significativamente, os níveis de eotaxina – 1. Cabe ressaltar 

que apenas essa dose e quando nanoencapsulada foi capaz de reduzir os níveis 

de eotaxina – 1. Essa redução foi de 80%. Esses dados corroboram os dados da 

contagem total de leucócitos e, principalmente, com o número de eosinófilos no 

infiltrado pulmonar. Este tratamento foi capaz de reduzir os níveis de eotaxina – 

1 e consequentemente, o número de eosinófilos no lavado bronco alveolar, 

mostrando a relação da diminuição dos níveis de eotaxina – 1 e do número de 

eosinófilos no tecido pulmonar. Relacionando com esses resultados, podemos 

verificar a diminuição significativa nos níveis de IL-5 e IL-13, quando as 

nanocápsulas com budesonida foram utilizadas. A redução nos níveis de IL-5 e 

IL-13, no tratamento com a formulação BudNC 1,0 foi de 46 e 68%, 

respectivamente. Uma diminuição nos níveis de IL-5, principalmente, corrobora 

os dados supracitados, pois está de acordo com a diminuição observada no 

número de eosinófilos no infiltrado pulmonar, uma vez que juntamente com a 

eotaxina – 1 é a principal citocina de recrutamento e maturação de eosinófilos. 
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5.5 Modelo in vivo de inflamação pulmonar alérgica crônica induzida 

por ovalbumina 

 

Considerando os promissores resultados obtidos com o modelo agudo de 

asma alérgica e tendo em mente que esta patologia, na maioria das vezes, se 

apresenta de forma crônica (9), utilizamos um modelo crônico de asma alérgica 

para confirmar os resultados obtidos com o modelo agudo e para avaliar o efeito 

da formulação nesta condição patológica que apresenta um processo 

inflamatório mais exacerbado. 

Após a indução da asma antígeno-específica, utilizando ovalbumina, os 

parâmetros a seguir foram avaliados: resistência e elastância pulmonares, 

contagem total e diferencial de leucócitos no infiltrado pulmonar através da 

análise do fluido de lavagem bronco alveolar (BALF), quantificação das citocinas 

inflamatórias. 

 

5.5.1 Avaliação da função pulmonar e hiper-reatividade das vias 

aéreas 

 

A função pulmonar e a hiper-reatividade das vias aéreas foram avaliadas, 

neste modelo crônico, e os grupos testados foram os mesmos do experimento 

agudo.  
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Figura 29. Efeito do tratamento com budesonida nanoencapsulada sobre 

a hiper-reatividade das vias aéreas (parâmetro de resistência pulmonar) 

no modelo crônico de asma induzida por OVA. O gráfico apresenta 

valores de resistência pulmonar após sensibilização antigênica com OVA 

e posterior avaliação dos tratamentos. Os valores representam a média ± 

E.P.M. de 8 a 14 animais por grupo (# p<0.001 – Grupo OVA e Grupo NC x 

Grupo Salina; & p<0.05 – Grupo Bud 0,5 x Grupo OVA; * p<0.05 – Grupo 

BudNC 1,0 x Grupo OVA e Grupo NC; ** p>0.01 – Grupo BudNC 1,0 X 

Grupo OVA e Grupo NC e *** p<0,001 – Grupo BudNC 1,0 x Grupo OVA e 

Grupo NC). 

 

Os resultados descritos na Figura 29 indicam que aerolizações com 

concentrações crescentes de metacolina revelaram um marcado estado de 

hiper-reatividade brônquica nos animais desafiados com OVA, em comparação 

aos desafiados com Salina. Assim, é possível verificar um aumento significativo 

na resistência no Grupo OVA, quando comparado ao Grupo Salina (p<0.001), 

bem como no Grupo NC, também mostrando que as nanocápsulas brancas não 

foram capazes de alterar a resistência pulmonar, apresentando um perfil 

semelhante ao Grupo OVA (p<0.001). Quando o tratamento com a budesonida 

comercial foi realizado, apenas a menor dose (0,5 mg/Kg) e em duas 

concentrações de metacolina (3 e 27 mg/mL) mostraram redução na resistência 

pulmonar, no entanto, a área sob a curva (AUC), que será mostrada 

posteriormente, evidencia melhor essas diferenças nos tratamentos. Por outro 

lado, quando analisamos os tratamentos com a formulação BudNC – Leu, 

podemos observar uma redução significativa na resistência pulmonar, em ambas 

as doses testadas, quando comparadas ao Grupo OVA, reduzindo inclusive este 

parâmetro a níveis do Grupo Salina. 

Para melhor visualização destes resultados de resistência pulmonar e 

melhor comparação entre os grupos tratados, foi construído um gráfico de área 

sob a curva das análises realizadas. A partir do gráfico de AUC apresentado na 
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Figura 30, podemos verificar claramente as diferenças significativas entre os 

grupos budesonida comercial e nanoencapsulada. 

 

Figura 30. Área sob a curva (AUC) do perfil de resistência pulmonar frente 

a concentrações crescentes de metacolina (# p<0.001 – Grupo OVA e 

Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 0,5 x Grupo OVA; ** 

p<0.01 – Grupo BudNC 0,5 x Grupo OVA e Grupo NC; *** p<0.01 – Grupo 

BudNC 1,0 x Grupo OVA e Grupo NC; + p<0.05 - Grupos BudNC1,0 x 

Grupo BUD1,0). 

 

Nesta figura podemos observar o aumento significativo na resistência nos 

Grupo OVA e Grupo NC, quando comparados ao Grupo Salina (p<0.001). 

Analisando os grupos tratados com o Busonid®, observa-se que apenas a menor 

dose (0,5 mg/Kg) apresentou redução significativa na resistência pulmonar 

(p<0.05) quando comparada ao Grupo controle positivo (Grupo OVA). 

Interessantemente não foi observada redução significativa com a dose de 1,0 

mg/kg. Por sua vez, nos grupos tratados com as nanocápsulas secas na forma 

de DPI, podemos verificar que ambas as doses utilizadas (0,5 e 1,0 mg/Kg), 

foram capazes de reduzir, significativamente, a resistência pulmonar, quando 

comparadas ao Grupo OVA (p<0.01 e p<0.001, respectivamente) e este perfil de 

resistência ficou a nível do grupo Salina. 

Perfil mais evidente da redução da AHR, utilizando os pós-secos contendo 

as nanocápsulas, foi obtido quando analisamos o parâmetro de elastância 

pulmonar. A Figura 31 mostra o gráfico de elastância pulmonar avaliada após 

indução da asma crônica e avaliação dos tratamentos conforme descrito 

anteriormente. 
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Figura 31. Efeito do tratamento com budesonida nanoencapsulada sobre 

a hiper-reatividade das vias aéreas (parâmetro de elastância pulmonar) no 

modelo crônico de asma induzida por OVA. O gráfico apresenta valores 

de elastância pulmonar após sensibilização antigênica com OVA e dos 

tratamentos. Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 a 14 animais 

por grupo (# p<0.001 – Grupo OVA e Grupo NC x Grupo Salina; & p<0.05 – 

Grupo Bud x Grupo OVA; && p<0.01 – Grupo Bud x Grupo OVA; * p<0.05 – 

Grupo BudNC 0,5 x Grupo OVA e Grupo NC; ** p<0.01 – Grupo BudNC x 

Grupo OVA e Grupo NC e *** p<0.001 – Grupo BudNC x Grupo OVA e 

Grupo NC). 

 

A partir da análise desta figura podemos observar um aumento 

significativo na elastância no Grupo OVA, assim como no Grupo NC, quando 

comparados ao Grupo Salina (p>0.001). Assim como na resistência, podemos 

verificar que o tratamento com nanocápsulas sem fármaco não foi capaz de 

alterar a elastância pulmonar neste modelo crônico de asma. Diferentemente da 

resistência, foi possível observar efeito significativo, na redução da elastância 

nos tratamentos com a budesonida comercial, em ambas as doses testadas 

(p<0.05 e p<0.01).  

De modo ainda mais significativo foi observado uma redução da 

elastância com os tratamentos com a budesonida nanoencapsulada (p<0.01 e 

p>0.001). Esse perfil de redução da elastância foi observado para ambas às 

doses avaliadas, apresentando redução significativa em relação ao Grupo OVA 

e ao Grupo NC e, ainda, de forma bastante relevante, reduzindo os valores de 

elastância a níveis de salina. A análise dos dados no gráfico de AUC confirmou 

estes resultados, destacando o efeito pronunciado na budesonida 

nanoencapsulada. 

 

Figura 32. Área sob a curva (AUC) do perfil de elastância pulmonar frente 

a concentrações crescentes de metacolina (# p<0.001 – Grupo OVA e 

Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 0,5 e Grupo Bud 1,0 x 
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Grupo OVA; *** p<0.001 – Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0 x Grupo 

OVA e Grupo NC; + p<0.05 - Grupos BudNC 0,5 ou BudNC1,0 x Grupos 

Bud na respectiva dose). 

 

Esses dados mostraram a importância da nanoencapsulação da 

budesonida nestes parâmetros de função pulmonar e fisiologia respiratória, pois 

mostraram a capacidade de uma reversão dos parâmetros mesmo em modelo 

onde o processo inflamatório é mais intenso e a fisiopatologia é muito mais 

grave.  
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5.5.2 Contagem de leucócitos totais e diferencial 

   

Na Figura 33, está representado o gráfico da contagem total de leucócitos 

no fluido de lavagem bronco alveolar (BALF) no modelo crônico de asma.  Este 

gráfico permite analisar a resposta inflamatória da asma, através da contagem 

das células leucocitárias no infiltrado pulmonar a partir do BALF. 

 

Figura 33. Contagem dos leucócitos totais no BALF (# p<0.001 – Grupo 

OVA e Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 1,0 x Grupo OVA; 

*** p<0.001 – Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0 x Grupo OVA e Grupo 

NC; +++ p<0.01 – Grupos BudNC 0,5 ou BudNC 1,0 x Grupos Bud na 

respectiva dose). 

 A partir desta figura, podemos observar um elevado número de leucócitos 

no infiltrado pulmonar, através da análise do BALF, nos Grupos OVA e Grupo 

NC. Verifica-se nesta figura que o tratamento com nanocápsulas brancas, não 

foi capaz de reduzir a migração dos leucócitos para os pulmões, ou seja, não foi 

capaz de alterar o processo inflamatório. Por outro lado, podemos verificar que 

o tratamento com fármaco comercial, foi capaz de reduzir, significativamente, o 

número total de leucócitos no infiltrado pulmonar (30%), através da análise do 

BALF, porém apenas na maior dose utilizada de 1,0 mg/Kg – Grupo Bud 1,0 

(p<0.05). Entretanto, quando analisamos a contagem total de leucócitos, dos 

grupos tratados com as nanocápsulas na forma pulverulenta, podemos observar 

que os tratamentos, em ambas as doses testadas (0,5 e 1,0 mg/Kg), foram 

capazes de reduzir drasticamente o número total de células (89 e 92%, 

respectivamente), estando próximo aos níveis do Grupo Salina. Além disso, 

quando realizada comparação entre as doses, os tratamentos com a budesonida 

nanoencapsulada, mostrou uma redução significativa, quando comparada aos 

tratamentos com a budesonida comercial. 

Depois de feita a contagem dos leucócitos totais, foi realizada a análise 

da contagem diferencial. A Figura 34 mostra a contagem dos eosinófilos, 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos. 
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Figura 34. Contagem diferencial dos leucócitos no BALF. A) eosinófilos; 

B) linfócitos C) macrófagos e D) neurófilos (# p<0.001 – Grupo OVA e 

Grupo NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 0,5 x Grupo OVA; *** 

p<0.001 – Grupo BudNC 0,5 e Grupo BudNC 1,0 x Grupo OVA e Grupo NC; 

+ p>0.05 – Grupo BudNC 0,5 x Grupo Bud 0,5; ++ p<0.01 Grupo BudNC 1,0 

x Grupo Bud 1,0). 

 

Analisando contagem diferencial dos leucócitos podemos verificar, de 

forma semelhante ao modelo agudo, uma resposta eosinofílica muito mais 

exacerbada, quando comparada às outras células, situação esta característica 

de quadro inflamatório asmático alérgico. Quando analisamos os grupos tratados 

com a budesonida comercial, é possível observar que ambas as doses testadas 

foram capazes de reduzir, significativamente, o número de eosinófilos (46 e 82%, 

respectivamente) no BALF (p<0.05 e p<0.001). Entretanto, podemos verificar 

que o tratamento com a budesonida nanoencapsulada foi capaz de reduzir, 

drasticamente, ainda mais a resposta eosinofílica (94 e 98%, respectivamente), 

pela análise do BALF. Este resultado é extremamente relevante uma vez que os 

eosinófilos são as células que predominam no processo de asma alérgico e têm 

papel fundamental no estabelecimento do processo inflamatório. 

Os tratamentos com as nanocápsulas também mostraram uma redução 

significativa, quando comparados entre as respectivas doses com os 

tratamentos utilizando a budesonida comercial (p<0.001). Um perfil semelhante 

pôde ser observado para os linfócitos (Figura 34 B), no entanto, quando avaliado 

os tratamentos com a budesonida comercial, apenas o grupo da maior dose 

(BudNC 1,0), reduziu o número de linfócitos de forma significativa (p<0.05). 

A contagem dos macrófagos (Figura 34 C) e dos neutrófilos (Figura 34 D) 

mostrou que o tratamento com a budesonida comercial, em ambas as doses 

testadas, não foi capaz de reduzir a migração destas células no infiltrado 

pulmonar, pela análise do BALF. Todavia, o uso da budesonida na formulação 

nanoestruturada, diminuiu, significativamente, o número destas células no 

infiltrado (72 e 83%, para macrófagos; 79 e 92%, para neutrófilos), quando 

comparados ao Grupo OVA e ao Grupo NC. Além disso, quando comparados 
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com os grupos tratados com a budesonida comercial, proporcionou uma 

diminuição expressiva, destas células, na comparação entre doses na análise do 

BALF, mostrando o maior efeito da budesonida nanoencapsulada neste modelo 

animal. 

 

5.5.3 Análise histopatológica 

  

A fim de avaliar possíveis alterações morfológicas no tecido pulmonar, a 

análise histopatológica foi realizada. Foram feitas avaliações na produção de 

muco através da coloração com Ácido Periódico de Schiff (PAS) e na fibrose 

através da coloração com Tricômico de Gomori (TG).  

A Figura 35 mostra a análise da produção de muco no modelo crônico. 

Podemos observar hipertrofia e hipersecreção de muco por células caliciformes 

do epitélio brônquico induzidos pelos desafios com OVA (Figura 35B). Essa via 

aérea representada está praticamente na sua totalidade fechada, ainda que de 

forma qualitativa, podemos dizer que estas alterações são mais evidentes se 

comparadas ao Grupo Salina (Figura 35A). A análise desta figura mostra que o 

tratamento com a budesonida comercial na dose de 0,5 mg/Kg não foi possível 

reduzir a produção de muco, inclusive mostrando a via aérea aparentemente 

obstruída (Figura 35 D). Quando analisado o tratamento com a dose mais alta 

(1,0 mg/Kg), é possível observar uma redução na produção de muco (Figura 

35E). Por outro lado, quando observadas as vias aéreas dos grupos tratados 

com a formulação nanoestruturada na forma de DPI, em ambas doses (0,5 e 1,0 

mg/Kg), a redução na produção de muco é evidente quando comparadas ao 

grupo OVA, ainda é possível sugerir que estas vias aéreas apresentam aspecto 

semelhante ao grupo não tratado (Salina). A Figura 36 mostra a análise 

quantitativa da produção de muco no modelo crônico de asma. Nesta figura fica 

clara a diferença entre os tratamentos. É possível inferir que ocorre uma redução 

nas células caliciformes no tecido pulmonar e, consequentemente, na produção 

de muco quando analisamos os cortes histológicos dos grupos tratados com a 

budesonida nanoencapsulada. Essa análise é corroborada pela análise 

quantitativa, onde apenas os grupos onde a budesonida foi administrada 
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nanoencapsulada, a redução na produção de muco foi estatisticamente 

diferente. 

 

Figura 35. Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar em 
modelo de asma crônica sobre a produção de muco. Exames histológicos 

nas secções pulmonares coradas com Ácido Periódico de Schiff (PAS) 
foram realizados 24 h após o último desafio antigênico. Grupo Salina (A), 

Grupo OVA (B), Grupo OVA + NC (C), Grupo OVA + Bud 0,5 mg/kg (D), 
Grupo OVA + Bud 1,0 mg/Kg (E), Grupo OVA + BudNC 0,5 mg/kg (F) e 

Grupo OVA + BudNC 1,0 mg/kg (G). Aumento final 400x. 

 

Figura 36. Análise quantitativa da produção de muco no modelo crônico 
de asma. 

 

A Figura 37 mostra as vias áreas do tecido pulmonar coradas com 

Tricômico de Gomori (TG). Este corante destaca componentes da matriz 

extracelular em tonalidade azul. Podemos observar que o desafio antigênico com 

OVA (Figura 37B) também resultou em fibrose na região peribronquiolar. 

Quando analisadas as Figura 37 D e E, referentes aos tratamentos com a 

budesonida comercial nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg, respectivamente, é 

possível observar que o tratamento com a menor dose não foi capaz reduzir a 

fibrose sub-epitelial, apresentando a via aérea visualmente obstruída. Quando 

analisada a dose mais alta (1,0 mg/Kg) é possível observar uma pequena 

redução na fibrose. Essas diferenças estão evidentes na análise quantitativa 

representada na Figura 38. Uma redução na fibrose mais evidente é observada 

nas Figura 37 E e F. Ambas figuras são referentes aos tratamentos com a 

budesonida nanoencapsulada nas doses de 0,5 e 1,0 mg/Kg, respectivamente. 

Essa imagem representativa na fibrose é corroborada pela análise quantitativa 

representada na Figura 38.  Essa redução está relacionada com a reversão de 

fenômenos de remodelamento das vias aéreas, típico da asma crônica. 

 

Figura 37. Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar em 
modelo de asma crônica sobre o depósito de fibrose sub-epitelial. 
Exames histológicos nas secções pulmonares coradas com Tricômico de 
Gomori (TG) foram realizados 24 h após o último desafio antigênico. 
Grupo Salina (A), Grupo OVA (B), Grupo OVA + NC (C), Grupo OVA + Bud 
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0,5 mg/kg (D), Grupo OVA + Bud 1,0 mg/Kg (E), Grupo OVA + BudNC 0,5 
mg/kg (F) e Grupo OVA + BudNC 1,0 mg/kg (G). Aumento final 400x 

 

Figura 38. Análise quantitativa da fibrose sub-epitelial no modelo crônico 
de asma. 

 

5.5.4 Quantificação de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar 

 

Para o experimento animal crônico também foram realizadas as 

quantificações das citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar conforme descrito 

anteriormente. 

Da mesma forma que no modelo agudo de asma, a eotaxina-1 tem papel 

crucial no processo inflamatório. Os níveis de eotaxina – 1, IL-5, IL-10 e IL-13 

estão mostrados na Figura 39. 

 

Figura 39. Quantificação da quimiocina eotaxina - 1 (A) e citocinas pró-

inflamatórias IL-5 (B), IL-13 (C) e IL 10 (D). # p<0.001 – Grupo OVA e Grupo 

NC x Grupo Salina; * p<0.05 – Grupo Bud 0,5 ou Grupo Bud 1,0 x Grupo 

OVA e Grupo NC; ** p<0.01 – Grupo Bud 0,5 ou Grupo BudNC 0,5 x Grupo 

OVA e Grupo NC; *** p<0.001 – GRUPO Bud 1,0 ou Grupo BudNC 0,5 ou 

Grupo BudNC 1,0 x Grupo OVA e Grupo NC; + p<0.05 – Grupo Bud 0,5 x 

Grupo BudNC 0,5 e +++ p<0.001 – Grupos BudNC0,5 ou BudNC1,0 x 

Grupos Bud na respectiva dose. 

A partir da análise desta figura podemos verificar um aumento esperado 

nos níveis da eotaxina – 1 no Grupo OVA e Grupo NC (p<0.001). Esses níveis 

aumentados de eotaxina – 1 corroboram os dados obtidos na contagem total de 

leucócitos, pela análise do BALF, e no aumento do número de eosinófilos, na 

contagem diferencial. 

Neste modelo crônico, podemos observar que os tratamentos com a 

budesonida comercial, em ambas as doses, não foram capazes de reduzir os 

níveis de eotaxina – 1 no tecido pulmonar (Figura 39 A). No entanto, o número 

de leucócitos totais, recrutados da corrente sanguínea para o tecido pulmonar, 
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foi reduzido, assim como o número de eosinófilos. Porém, esta regulação não 

ocorre apenas via eotaxina – 1, pois quando analisamos os níveis de IL-5 (Figura 

39 B), os tratamentos com a budesonida comercial, em ambas as doses, foram 

capazes de reduzir os níveis de IL-5 (p<0.01), o que pode explicar a redução dos 

leucócitos totais e de eosinófilos a partir da análise do BALF.  

Por outro lado, quando observamos os valores de eotaxina – 1, nos 

grupos tratados com a budesonida nanoencapsulada e em ambas as doses, 

temos uma redução significativa (67 e 70%, respectivamente) nos níveis de 

eotaxina – 1 no tecido pulmonar (Figura 39 A), inclusive com redução significativa 

quando comparados aos grupos tratados com a budesonida comercial entre as 

respectivas doses (p<0.001). O mesmo perfil é observado para a quantificação 

da IL-5 (Figura 39 B). Esse resultado pode ser correlacionado com a diminuição 

mais significativa no número de leucócitos totais e de eosinófilos, no BALF deste 

modelo crônico, pois desta forma há dois fatores agindo na redução da 

celularidade no infiltrado pulmonar, via IL-5 e eotaxina – 1. Os níveis de IL-13, 

citocina pró-inflamatória, também foram reduzidos nos grupos tratados com a 

budesonida comercial e nos grupos tratados com a budesonida 

nanoencapsulada, em ambas as doses testadas. Assim como no modelo agudo, 

não foram observadas alterações significativas na citocina anti-inflamatória IL-

10. 

O conjunto destes resultados neste modelo crônico mostrou que o 

tratamento com a budesonida nanoencapsulada, em ambas as doses, foi capaz 

de diminuir a resistência e a elastância pulmonares, além disso, de reduzir o 

número de leucócitos totais no BALF e, principalmente, reduzir das citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias (eotaxina – 1 e IL-5) e, assim, reduzir a resposta 

eosinofílica no infiltrado pulmonar, que é a principal característica inflamatória do 

quadro da asma crônica. Esse conjunto de resultados evidencia a potencialidade 

do uso das nanocápsulas na sua forma de DPI. Sugerimos que as características 

físico-químicas das nanocápsulas como o tamanho reduzido e controlado, e 

ainda o tamanho reduzido do microaglomerado (2,7 µm) são características 

importantes para uma liberação controlada da budesonida, o que potencializa a 

ação no tecido alveolar contra a inflamação, principalmente na redução 
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pronunciada da eosinofilia e dos níveis de IL-5, melhora na função respiratória e 

reversão dos fenômenos de remodelamento das vias aéreas (95-97). 

 

5.5.5 Toxicidade Celular 

 

Alamar Blue 

 

Os perfis de viabilidade celular utilizando a linhagem H441, por Alamar 

Blue, frente às formulações da suspensão de NC (BudNC) e do DPI (BudNC – 

Leu) estão representados nas Figura 40 e Figura 41, respectivamente. 

 

Figura 40. Viabilidade celular da linhagem H441 frente à suspensão de 
nanocápsulas após 4 horas de tratamento. (* p<0.05 – Busonid x BudNC). 

 

A partir da Figura 40 é possível observar que, na concentração de 50 

µg/mL de budesonida, a viabilidade celular para o fármaco comercial, 

nanocápsulas brancas e BudNC foram de 58, 64 e 76 %, respectivamente. A 

partir de 100 µg/mL de budesonida, as porcentagens de viabilidade celular foram 

de 27, 79 e 87 %, para os mesmos grupos, respectivamente. Quando o dobro da 

concentração de budesonida foi avaliada (200 µg/mL) foi possível observar um 

aumento de 9 vezes, na viabilidade celular, quando as nanocápsulas foram 

utilizadas e comparadas ao fármaco comercial. Essa diferença na viabilidade 

celular, pôde ser vista como uma tendência, já a partir da concentração de 50 

µg/mL, apesar de não significativa. No entanto, a partir de 100 µg/mL, esta 

diferença é evidente e estatisticamente significativa, e se mantém até a 

concentração mais elevada testada. Essa diferença pode ter ocorrido por dois 

motivos: 1) a budesonida livre e em solução está muito mais disponível para ser 

captada pelas células e causa morte celular devido à uma alta concentração no 

interior da célula, quando comparada às nanocápsulas; 2) as nanocápsulas têm 

a capacidade de modular a liberação da budesonida do interior do núcleo, seja 

por mecanismos de difusão e/ou de erosão da cápsula e, subsequente liberação 

do fármaco no meio celular. Essa liberação controlada pode estar aumentando 
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a viabilidade celular, por promover a liberação controlada da budesonida no meio 

celular. 

A viabilidade celular da linhagem H441, quando o pó (BudNC – Leu) foi 

testado, está representada na Figura 41. A partir da concentração de 100 µg/mL 

de budesonida, a formulação pulverulenta mostrou um aumento da viabilidade 

celular de 2,2 vezes, quando comparada com o fármaco comercial. A viabilidade 

celular, na mesma concentração, demonstrada para o fármaco comercial, as 

nanocápsulas brancas e a formulação BudNC – Leu, foi de 42, 78 e 92 %, 

respectivamente.  

 

Figura 41. Viabilidade celular da linhagem H441 frente ao pó redisperso 
após 4 horas de tratamento. (* p<0.05 – Busonid x BudNC – Leu). 

 

Podemos verificar que no perfil de viabilidade celular para o pó testado, 

a relação entre a formulação BudNC – Leu e o fármaco comercial é semelhante, 

nas concentrações iniciais testadas. No entanto, a partir de 50 µg/mL, temos uma 

tendência de uma maior viabilidade celular demonstrada quando a formulação 

foi utilizada, quando comparada ao fármaco comercial. A partir de 100 µg/mL, 

essa diferença é clara e significativamente superior e esse resultado se mantém 

até a concentração mais alta testada. A partir desta mesma concentração 

testada, a viabilidade foi sempre superior a 50%, quando a formulação BudNC – 

Leu foi utilizada e comparada ao fármaco comercial. 

Quando comparados os perfis de viabilidade do pó e da suspensão de 

nanocápsulas, podemos evidenciar uma maior viabilidade celular quando o pó 

foi utilizado, quando comparados nas mesmas concentrações. Sugerimos que 

esse aumento na viabilidade celular ocorre, pois, no sistema DPI desenvolvido, 

as partículas são formadas por aglomerados de nanocápsulas em uma matriz de 

leucina (micro – nanoaglomerados). Isso nos permite sugerir que, neste caso, 

temos dois momentos para a liberação da budesonida. Em um primeiro momento 

o microaglomerado deve se desestruturar liberando as nanocápsulas no meio 

celular, para então em um segundo momento, começar a ocorrer a liberação da 

budesonida a partir das nanocápsulas. Todo esse processo pode ser o 
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responsável pela maior viabilidade celular da linhagem testada, quando a 

formulação BudNC – Leu foi utilizada. Esses resultados combinados mostram o 

baixo potencial citotóxico das formulações desenvolvidas quando comparadas 

com a formulação comercial e, ainda, a menor toxicidade da formulação 

pulverulenta, quando comparado o fármaco comercial e a suspensão de origem. 

 

 

5.5.6 Captação celular 

A captação celular das nanocápsulas marcadas com rodamina, utilizando 

a linhagem H441, está representada na Figura 42. Entre as concentrações mais 

baixas testadas (10 e 25 µg/mL), não foi observado diferença significativa, na 

quantidade de nanocápsulas internalizadas pelas células, nas 4 horas de 

experimento. Na concentração de 50 µg/mL ocorreu um aumento de 50% na 

internalização das nanocápsulas de 2 para 3 horas de análise. 

 

Figura 42. Captação celular utilizando nanocápsulas marcadas com 
rodamina, na linhagem celular H441 (n=3). 

 

Na maior concentração testada (100 µg/mL) foi observado um aumento 

significativo na captação celular das nanocápsulas. O aumento foi superior a 

50% na segunda hora analisada. Já o aumento, na quantidade de nanocápsulas 

internalizadas, na linhagem H441, foi de 3,5 vezes maior, em 3 horas, quando 

comparado à primeira hora de experimento. Por outro lado, após 4 horas de 

incubação, não foi observado aumento significativo, na captação celular, quando 

comparada às 3 primeiras horas. Esse resultado demonstra uma maior 

quantidade de nanocápsulas internalizadas, na concentração de 100 µg/mL, 

durante todo o experimento, particularmente, após as 4 horas de incubação. No 

trabalho desenvolvido por Poletto e colaboradores (2012) foi possível observar 

que as nanocápsulas de núcleo lipídico e marcadas com rodamina foram 

internalizadas por macrófagos, em 2 horas de experimento. Esse resultado 

corrobora a ideia de que as nanocápsulas de núcleo lipídico são de extrema valia 

para entrega de fármacos no meio intracelular pela via transcelular neste modelo 

de macrófagos (86).  
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O estudo fatorial proposto permitiu a escolha da melhor formulação DPI, 

a partir de nanocápsulas de núcleo lipídico contendo budesonida. O uso da 

seringa, como dispositivo de injeção da fase orgânica na fase aquosa, a 

secagem direta das suspensões e o uso da leucina como adjuvante de secagem, 

foram os melhores parâmetros observados para a obtenção de uma formulação 

inovadora de pós-secos com tamanho de partículas apropriados para inalação. 

As análises de tamanho de partículas por difração de laser (LD) dos pós 

obtidos mostraram a adequabilidade da formulação com leucina (BudNC – Leu), 

para a administração pulmonar. Essa formulação apresentou um tamanho de 

partícula reduzido (2,7 µm) e baixa polidispersão (1.151), sendo a formulação de 

escolha para a continuidade do trabalho. 

As fotomicrografias de microscopia eletrônica de varredura (MEV) dos pós 

obtidos mostraram aglomerados de nanopartículas na matriz de leucina, 

formando partículas com tamanho primário na faixa adequada para a 

administração pulmonar (1 – 5 μm). Além disso, essas imagens mostraram o 

formato esférico e a superfície irregular dessas partículas, que são parâmetros 

essenciais no desenvolvimento de novos sistemas DPI. 

Os experimentos in vivo nos modelos de asma aguda e crônica mostraram 

de uma forma geral que: 

 

 As formulações nanoestruturadas apresentaram um desempenho 

superior na redução da resistência e elastância pulmonares, quando 

comparadas à budesonida comercial, em ambas as doses. 

 O mesmo desempenho pôde ser observado na análise do infiltrado 

celular. Os tratamentos com as nanocápsulas secas levou a uma redução 

superior no número de leucócitos totais e, principalmente, na resposta 

eosinofílica, quando comparados aos demais tratamentos. 

 A análise da quimiocina eotaxina – 1, importante no recrutamento de 

eosinófilos, assim como as interleucinas pró-inflamatórias (IL-5 e IL-13), 

apresentaram redução significativa em relação à budesonida comercial, quando 

a formulação nanoestruturada foi utilizada. 
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 No modelo agudo, a análise histopatológica mostrou uma redução 

qualitativa relevante na produção de muco e fibrose subepitelial, quando as 

nanocápsulas foram utilizadas, frente à budesonida comercial. 

Os experimentos in vitro utilizando cultura celular em células pulmonares 

mostraram de uma forma geral que: 

 

 A partir da concentração de 50 µg/mL de budesonida, a viabilidade celular 

é superior quando o sistema nanoestruturado foi utilizado, tanto na forma de 

suspensão quanto na forma de DPI; 

 A forma pulverulenta contendo as nanocápsulas proporcionou uma maior 

viabilidade celular quando comparada à suspensão, provavelmente devido ao 

diferente mecanismo desaglomeração do microaglomerado de nanocápsulas; 

 Analisando o ensaio de TNF-α não foi possível identificar potencial 

resposta citotóxica dos tratamentos, a partir deste marcador, devido à limitações 

metodológicas; 

 Foi possível observar um aumento proporcional na captação celular das 

nanocápsulas marcadas, com o aumento na concentração no meio, nas 

concentrações de 50 e 100 µg/mL. Já para concentrações mais baixas (10 e 25) 

não houve diferença significativa na quantidade de partículas internalizadas 

pelas células. 

 

O conjunto de todos esses resultados mostrou a efetividade da 

nanoencapsulação da budesonida na avaliação de modelos animais de asma 

aguda e crônica. De forma geral, a formulação nanotecnológica proporcionou 

redução dos principais parâmetros na avaliação da asma, como a mecânica 

respiratória e função pulmonar, reduzindo a hiper-reatividade das vias aéreas 

(AHR), assim como proporcionou a redução da inflamação.  

Pela análise do infiltrado leucocitário pulmonar, na resposta eosinofílica, 

principalmente; também foi observada a redução das quimiocinas e citocinas 

pró-inflamatórias responsáveis pelo recrutamento e maturação dos eosinófilos. 

Esta capacidade de alterar o cenário inflamatório da asma pode explicar, 

pelo menos em parte, o efeito superior observado quando a budesonida foi 

administrada na forma de nanocápsulas de núcleo lipídico respiráveis. 
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Adicionalmente, os ensaios de cultura celular demonstram o baixo 

potencial citotóxico tanto para a suspensão quanto para o DPI e, ainda, a 

capacidade de captação celular das nanocápsulas de núcleo lipídico pelas 

células testadas. 
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159 
 
 

 

A partir desta página (159) até a página 188, o conteúdo foi 

suprimido, pois se trata de conteúdo sigiloso. 

 

 

 TÍTULO DO INVENTO (Utilize termos técnicos) 

 

Processo one pot de síntese de nanocápsulas poliméricas, seus usos, 

suas formas secas, composições farmacêuticas de nanocápsulas 

poliméricas e seus usos 

 

 PALAVRAS-CHAVE RELACIONADAS AO PRESENTE INVENTO: 

 

    

    

    

    

 

 DESCREVA OBJETIVAMENTE O CAMPO DE INVENÇÃO  

(Exemplo: novo uso do equipamento, processo para tratamento de 

efluentes, equipamento para ...., etc.) 

 

Esta invenção pertence ao campo da nano biotecnologia ou nano medicina. 

 

 DESCRIÇÃO DETALHADA DO INVENTO 

(Apresente seu invento com suficiência descritiva e indique, 

quando for o caso, a melhor forma de execução. Dependendo da área 
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de invenção, descreva composição, processo de preparação, 

posologia, forma de administração, efeitos adversos, direção do fluxo, 

descrição detalhada das peças, passo-a-passo do processo, etc.) (Se 

necessário anexe descrição adicional) 

A invenção trata da síntese de nanocápsulas poliméricas 

contendo uma substância ativa, opcionalmente uma associação de 

substâncias ativas, excipientes farmaceuticamente aceitáveis para a 

obtenção de formas pulverulentas de nanocápsulas poliméricas 

usadas em composições farmacêuticas líquidas, semi-sólidas ou 

sólidas. Preferencialmente as substâncias ativas são fármacos, 

biofármacos, outros agentes farmacêuticos, ativos cosméticos, 

componentes de tintas, agroquímicos ou outros agentes agrícolas. O 

processo de síntese envolve a dissolução dos materiais em duas 

fases uma orgânica e outra aquosa que após misturadas são 

aspergida para eliminação dos solventes em uma única etapa 

formando um pó de nanocapsulas. As nanocápsulas poliméricas 

assim obtidas se caracterizam como nanoestruturas com 

granulometria entre 10 nm a 1000 nm, preferivelmente com diâmetros 

médios entre 100 nm e 700 nm, sendo nanopartículas, nanoesferas 

ou nanocápsulas poliméricas. 

O processo de síntese da presente invenção compreende as 

seguintes etapas: 

A – Dissolução de tensoativo ou agente emulsificante, 

molecular ou macromolecular, opcionalmente associados a um 

segundo tensativo ou emulsificante, em água; 

B – Separadamente, dissolução, em um solvente orgânico, 

opcionalmente em mistura de solventes orgânicos, de agente ativo, 

opcionalmente em associação com um segundo agente ativo, 

preferencialmente fármacos, pró-fármacos, ativos cosméticos ou 

agroquímicos, materiais estruturantes das nanocápsulas, 

preferencialmente polímero, materiais lipofílicos, e opcionalmente 

óleos essenciais ou fixos, excipientes farmaceuticamente aceitáveis; 



161 
 
 

 

C – Adição da fase orgânica (B) na fase aquosa (A) através de 

tubulação ou funil inserido no seio da solução (A), preferencialmente 

sob agitação; 

D – Opcionalmente adição de adjuvantes farmaceuticamente 

aceitáveis da fase (C) sob agitação e; 

E – Aspersão da mistura (D) com aquecimento flash, 

opcionalmente com congelamento, para eliminação dos solventes 

orgânicos e da água em equipamento de aspersão como por exemplo 

um Spray Dryer, opcionalmente em sistema evacuado. 

Nas etapas A e B do processo supracitado, preparam-se duas 

fases, a aquosa e a orgânica. Cada uma das fases é preparada na 

temperatura ambiente (20 °C) opcionalmente com aquecimento (de 

20 a 60 °C). A fase orgânica é injetada na fase aquosa sob agitação 

entre 10 e 10.000 rpm. Os tensoativos ou emulsionantes, 

preferencialmente ácidos graxos esterificados com poli(etilenoglicol), 

polissorbatos, lecitina, poloxamers, poli(etilenoglicol), colatos, 

deoxicolatos, dodecilsulfato de sódio, haletos de alquilamônio são 

dissolvidos isoladamente ou em associação em água, 

preferencialmente ultrapura. Esta fase aquosa é adicionada de uma 

fase orgânica composta de solvente orgânico ou mistura de solventes 

orgânicos, preferencialmente acetona, etanol, isopropanol, 

propilenoglicol, carbonato de propileno, clorofórmio, glicerina, 

diclorometano, metanol, acetato de etila, dimetilformamida, 

dimetilsulfóxido, tetrahidrofurano, cetonas, álcoois orgânicos e 

derivados halogenados. Nesta fase orgânica são dissolvidos os 

agentes ativos, preferencialmente fármacos, ativos cosméticos ou 

agroquímicos, os materiais estruturantes das nanocápsulas, 

preferivelmente polímeros, mais preferencialmente poliésteres, 

poliacrilatos, polimetacrilatos, poliéteres, poliuretanas, polianidridos, e 

seus copolímeros, siloxanos, manteigas de origem animal ou vegetal, 

ceras, preferencialmente cera de abelhas, de carnaúba, palmitato de 

cetila, tensoativos de baixo equilíbrio lipófilo-hidrófilo, 
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preferencialmente monoesterarato de sorbitano, monooleato de 

sorbitano, monoestearato de glicerila, e opcionalmente óleos. A base 

do núcleo ou fase lipofílica, no processo de obtenção das 

nanocápsulas da presente invenção, pode ser constituída, mas não 

somente, de um ou mais tipos de óleos, como por exemplo: óleos 

minerais, vegetais ou sintéticos. O óleo mineral é selecionado do 

grupo de hidrocarbonetos alifáticos saturados ou insaturados, 

aromáticos, cíclicos ou acíclicos. O óleo sintético é selecionado do 

grupo dos mono, di ou triglicerídeos de ácidos graxos e seus 

derivados (por ex., produtos comerciais como Crodamol® GTCC ou 

Mygliol® 812), e ésteres de ácidos graxos a partir de álcool de alto 

peso molecular. O óleo vegetal é selecionado do grupo de óleos fixos 

e essenciais, sendo preferivelmente triglicerídeos, mas não sendo 

limitados ao triglicerídeo de cadeias médias, óleo de semente de uva, 

óleo de arroz, óleo de girassol, óleo de soja, óleo de peixe, óleo de 

argan, óleo de abacate, ou, ainda, óleos e extratos essenciais e/ou 

voláteis compostos de terpenos, terpenóides e compostos 

aromáticos, como por exemplo menta, alfazema, alecrim, pinus, 

preferencialmente limoneno, pineno, mentol, cânfora, mirceno, linalol, 

geraniol, α-terpineol, terpinoleno, tujona, fenchona, mentona, 

carvona, nepelactona, tujaplicina, farnesol, nerolidol, bisaboleno, 

ácido abscísico, β-selineno, β-cariofileno, entre outros. O óleo 

compreendido nas nanocápsulas aqui descrito pode incluir, 

preferencialmente, o óleo sintético, e mais preferencialmente os 

triglicerídeos de ácidos graxos, o qual pode ser usado na faixa de 

concentração de cerca de 0,001% a cerca de 90% do peso total, 

sendo preferencialmente presente em cerca de 12% do pó obtido. 

Os materiais utilizados na fase orgânica, que constitui a base 

das nanocápsulas, chamada de fase oleosa, devem apresentar 

características como: imiscibilidade em água, capacidade para 

dispersar o agente ativo; não dissolver o polímero, que vai formar a 

parede das nanocápsulas e não apresentar problemas relacionados 

à toxicidade. 
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A escolha adequada do material que forma a membrana 

polimérica da nanocápsula está vinculada diretamente ao efeito 

desejado na composição final. Se oobjetivo é uma liberação imediata 

ou progressiva do princípio ativo na epiderme, por exemplo, deve-se 

atentar para as diferentes características expressas pelos diferentes 

polímeros. Para o uso farmacêutico a escolha será em função, entre 

outros itens, da forma farmacêutica e da via de administração a ser 

empregada. Algumas vias exigem que o polímero seja biodegradável 

e biocompatível evitando uma resposta inadequada do sistema 

imunológico e também a formação de metabólitos tóxicos 

provenientes da metabolização do material polimérico. 

Exemplos de invólucros poliméricos incluem, mas não estão 

limitados a polímeros naturais ou sintéticos, como por exemplo, 

poliésteres alifáticos sintéticos, poli (ε-caprolactona) (PCL), poli (ácido 

glicólico) (PGA), poli(ácido láctico) (PLA), poli(ácido láctico-co-ácido 

glicólico) (PLGA), poli(ácido hidroxibutírico) (PHB) e poli(ácido 

hidroxivalérico (PHV), poli(cianoacrilatos), poli(malonato de 

metilideno), e seus copolímeros, os derivados acrílicos (poli(meta 

acrilato de alquila), poli (acrilato de alquila, poli (ácido metacrílico) e 

seus co-polímeros, as poli-acrilamidas e poli-metacrilamida, poli-

cianoacrilato de alquila) ou ainda poliuretanos e polissacarídeos, 

como por exemplo a quitosana e derivados de celulose como 

etilcelulose e hidroxipropilmetil celulose ftalato (HPMCP). Os quais 

podem ser empregados isoladamente ou em misturas na faixa de 

0,01% a cerca de 90% do peso total, sendo preferencialmente 

presente a cerca de 6%. 

As nanocápsulas podem compreender ainda tensoativos, 

antioxidantes, vitaminas, conservantes, corantes, fármacos, 

compostos ativos cosméticos, enzimas, repelentes, tensores, 

emolientes e/ou misturas dos mesmos, os quais se encontram 

contidos no núcleo da nanocápsulas e/ou no invólucro da 

nanocápsulas e/ou em torno da nanocápsulas. 
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Como tensoativo do processo de preparação das 

nanocápsulas, da presente invenção, podem ser escolhidos um ou 

mais componentes, mas não somente, por exemplo o deoxicolato de 

sódio, ésteres graxos de sorbitano, ésteres graxos de sorbitano 

etoxilados, particularmente o polissorbato 80, copolímeros de 

polioxietileno e polioxipropileno como o poloxamer, álcool polivinílico 

(PVA), lecitina, lauril sulfato de sódio, óleo vegetal hidrogenado 

etoxilado ou propoxilado, e mistura dos mesmos. Os referidos 

tensoativos podem estar presentes na faixa de cerca de 0,001% a 

cerca de 90% do peso total, separadamente ou em combinação, 

sendo preferencialmente presente a cerca de 8%. 

Entre os componentes ativos farmacêuticos utilizados na 

presente invenção podem ser, mas não somente, qualquer composto 

com atividade terapêutica, tais como anestésicos, antiinflamatórios, 

analgésicos, anti-histamínicos, ansiolíticos, antibióticos, 

antidepressivos, antifúngicos, antimalários, antiprotozoários, 

antipsicóticos, antivirais, agentes cardiovasculares, antiarrítmicos, 

anti-hipertensivos, vasodilatadores, antilipidêmicos, diuréticos, 

antiulcerogênicos, cicatrizantes, anti-tumorais, hipnóticos, dentre 

outros possíveis bem como a mistura dos mesmos que podem ser 

utilizados nesta presente invenção na faixa de 0,001% a cerca de 50% 

do peso total, sendo preferencialmente presente a cerca de 1%.  

Entre os componentes ativos agrícolas utilizados na presente 

invenção podem ser, mas não somente, qualquer composto com 

atividade inseticida, tais como piretrinas, rotenona, nicotina, cevadina, 

veratridina, rinodina, quassinóides, azadiractina e inseticidas 

botânicos voláteis dentre outros possíveis bem como a mistura dos 

mesmos que podem ser utilizados nesta presente invenção na faixa 

de 0,001% a cerca de 50% do peso total, sendo preferencialmente 

presente a cerca de 1%. 

Entre os componentes ativos cosméticos utilizados na presente 

invenção podem ser, mas não somente, qualquer composto utilizado 
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como antiacne, antienvelhecimento, em bases dermatológicas, 

fotoprotetor, redutor de celulite, despigmentante, esfoliantes, 

hidratantes, colorante, repelentes e/ou de uso capilar, dentre outros 

possíveis bem como a mistura dos mesmos que podem ser utilizados 

nesta presente invenção na faixa de 0,001% a cerca de 50% do peso 

total, sendo preferencialmente presente a cerca de 1%.  

Dentre outros adjuvantes farmaceuticamente aceitáveis podem 

ser, mas não somente, os diluentes, os deslizantes, os aglutinantes, 

as carga, os reguladores de fluxo dentre outros possíveis, bem como 

a mistura dos mesmos, que podem ser utilizados nesta presente 

invenção na faixa de 0,1% a cerca de 90% do peso total, sendo 

preferencialmente presente a cerca de 20%. Como exemplo de 

adjuvantes de secagem, estão incluídos, mas não somente, dextrose, 

sacarose, frutose, maltose, lactose, galactose, trehalose, L-leucina, 

maltodextrina, manitol, amidos, dióxido de silício, estearato de 

magnésio, goma arábica, goma guar e goma xantana. 

As nanocápsulas da presente invenção podem ser preparadas 

por polimerização in situ de monômeros dispersos, através de 

emulsão ou polimerização interfacial, ou por precipitação de polímero 

pré-formado, com a utilização de solventes ou misturas de solventes, 

através de nanoprecipitação, deposição interfacial de polímero, 

emulsificação-evaporação ou emulsificação-difusão. 

As formas secas de nanocápsulas da presente invenção 

podem ser usadas como produto final, na sua forma pulverulenta, ou 

como intermediário para a fabricação de formas farmacêuticas 

líquidas, por recomposição da solução coloidal pela adição de 

diluente, de formas farmacêuticas semi-sólidas pela incorporação do 

pó diretamente em uma das fases do produto disperso, ou ainda por 

recomposição em solução e adição em base semi-sólida, bem como 

de formas farmacêuticas sólidas pela adição do pó durante uma das 

etapas de fabricação, não somente, de comprimidos, comprimidos 
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revestidos, beads, pellets, cápsulas, drágeas, pós-efervescentes e 

sachets. 

As formas secas de nanocápsulas da presente invenção 

podem ser usadas como produto final, na sua forma pulverulenta, 

também poderão ser adicionadas a diversos tipos de tinta, como as 

do tipo epóxi, poliéster, poliuretano, acrílico ou ainda uma mistura 

híbrida de dois ou mais tipos de tinta. As formas secas poderão estar 

na forma de resina, no agente de cura endurecedor, agente 

antimicrobiano, pigmentos orgânicos ou inorgânicos, cargas minerais, 

dentre outros aditivos. Esta tinta poderá ser utilizada em móveis, 

paredes de imóveis, equipamentos, produtos alimentícios, dentre 

outros lugares. 

 

 DIÁRIO DE LABORATÓRIO 

Importante apresentar a descrição do invento. Informe alguns 

exemplos de ensaios realizados até chegar às faixas ideais, inclusive 

informando os valores trabalhados e identificando a faixa preferencial 

ou ideal. 

 

Inicialmente, foram avaliados os parâmetros de secagem para 

otimização do processo. Foi realizado um estudo fatorial 33 onde os 

seguintes parâmetros foram variados e avaliados: temperatura de 

entrada, aspiração e fluxo de alimentação. As temperaturas avaliadas 

foram 100, 120 e 150ºC; os valores de aspiração utilizados foram 50, 

75 e 100%; já os fluxos de alimentação avaliados foram 15, 20 e 25%. 

Após este estudo e análises dos pós obtidos, os parâmetros de 

secagem: aspiração 37,5 m3/h (100%), temperatura de entrada 120ºC 

e fluxo de alimentação de 5 mL/min (15%) foram eleitos. 

Para a obtenção da suspensão de nanocápsulas, foram 

preparadas, previamente, duas fases distintas. Uma fase orgânica 

contendo polímero poli(ε-caprolactona - 0,12 g), triglicerídeos de 
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cadeia média (0,22 mL), monoestearato de sorbitano (0,077 g), 

fármaco (0,01 g) que foram solubilizados em 24 mL de acetona e 3 

mL de etanol sob agitação magnética constante de 100 rpm e 

temperatura controlada de 40 ± 2 ºC. A fase aquosa foi preparada com 

a dissolução de polissorbato 80 (0,077 g) em 103 mL de água 

ultrapura sob as mesmas condições de agitação e temperatura 

supracitadas. A fase orgânica foi injetada na fase aquosa sob fluxo de 

alimentação constante de 60 mL/min. Após a formação das 

nanocápsulas, foram adicionados, a esta suspensão, diferentes 

adjuvantes de secagem em proporções variadas. As proporções 

utilizadas foram 1, 3 e 5% m/v e os adjuvantes utilizados foram: 

lactose, maltodextrina. trehalose, L-leucina, dióxido de silício coloidal 

e manitol. Após a homogeneização com o adjuvante de secagem, a 

suspensão de nanocápsulas foi seca pela técnica de secagem por 

aspersão (spray-drying) utilizando o equipamento Mini Spray Dryer B-

290 (Büchi – Switzerland) sob condições de secagem pré-

determinadas. As condições de secagem utilizadas foram: aspiração 

37,5 m3/h (100%), temperatura de entrada 120 ºC, temperatura de 

saída 68º C, pressão de ar 1.8 bar e fluxo de alimentação de 5 mL/min 

(15 %). Foi realizada a caracterização físico-química das suspensões 

de nanocápsulas logo após a precipitação, imediatamente à adição 

do adjuvante e dos pós obtidos após a secagem.  

A seguir, são mostrados alguns exemplos ilustrativos e 

resultados dos produtos intermediários e do produto final contendo 

nanocápsulas na forma de pó. Os exemplos listados têm a mera 

finalidade de mostrar e ilustrar a realização prática da invenção e não 

tem o propósito de limitá-la. 

 

Exemplo 1: 

1.1 Preparação das nanocápsulas na forma de pó 

Para a obtenção da suspensão de nanocápsulas, foram 

preparadas, previamente, duas fases distintas. Uma fase orgânica 
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contendo polímero poli(epsilon-caprolactona) (0,12 g), triglicerídeos 

de cadeia média (0,22 mL), monoestearato de sorbitano (0,077 g), 

olanzapina (0,01 g) que foram solubilizados em 24 mL de acetona e 3 

mL de etanol sob agitação magnética constante de 100 rpm e 

temperatura controlada de 40 ± 2 ºC. A fase aquosa foi preparada com 

a dissolução de polissorbato 80 (0,077 g) em 103 mL de água 

ultrapura sob as mesmas condições de agitação e temperatura 

supracitadas. A fase orgânica foi injetada na fase aquosa sob fluxo de 

alimentação de 60 mL/min. Após a formação das nanocápsulas, foram 

adicionados, a esta suspensão, 1,3 g (1% m/v) de maltodextrina. Após 

a homogeneização com o adjuvante de secagem, a suspensão de 

nanocápsulas foi seca pela técnica de secagem por aspersão (spray-

drying) utilizando o equipamento Mini Spray Dryer B-290 (Büchi – 

Switzerland) sob condições de secagem pré-determinadas. As 

condições de secagem utilizadas foram: aspiração 37,5 m3/h (100%), 

temperatura de entrada 120 ºC, temperatura de saída 68 ºC, pressão 

de ar 1.8 bar e fluxo de alimentação de 5 mL/min (15%). 

 

1.2 Determinação do tamanho de partícula das nanocápsulas 

antes do processo de secagem em Spray-Dryer. 

Uma alíquota de 0,5 mL da amostra foi adicionada no dispersor 

do equipamento Mastersizer 2000 (Malvern) contendo água destilada 

a fim de ser analisada através da técnica de difratometria a laser. Foi 

realizada a análise a 2000 rpm. 

O tamanho médio de partícula (D[4,3]) da formulação foi de 146 

nm, sendo que 50% das partículas possuíam um tamanho inferior a 

77 nm com um span de 1,1 (figura 1a). 
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Fígura 1a: Análise de tamanho de partícula de suspensão 

antes do processo de secagem da formulação contendo 1% 

Maltodextrina. 

 

1.3 Determinações do tamanho de partícula das nanocápsulas 

secas em Spray-Dryer 

Uma alíquota de 20 mg da amostra foi adicionada no dispersor 

do equipamento Mastersizer 2000 (Malvern) contendo água destilada 

a fim de ser analisada através da técnica de difratometria a laser. Foi 

realizada a análise a 2000 rpm. 

O tamanho médio de partícula (D[4,3]) da formulação foi de 547 

nm, sendo que 50% das partículas possuíam um tamanho inferior a 

63 nm com um span de 1,3 (figura 1b). 

 

 

 

Fígura 1b: Análise de tamanho de partícula do pó obtido após 

aspersão em Spray Dryer da formulação contendo 1% Maltodextrina. 

 

1.4 Verificações do tamanho e morfologia das nanocápsulas 

secas em Spray-Dryer 

A análise morfológica das partículas (forma e superfície) foi 

realizada através da técnica de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV - JEOL JSM-6060, Japão). 

Os pós obtidos foram colocados em stubs e metalizados com 

ouro. As análises foram realizadas utilizando uma voltagem de 

aceleração de 10 KV. 

Verificou-se que a maioria das partículas possuem tamanho 

inferior a 1 µm, possuindo formato esférico e superfície lisa (figura 1c). 
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Figura 1c: Analíse de morfologia do pó obtido após aspersão 

em Spray Dryer da formulação contendo 1% Maltodextrina. 

 

1.5 Avaliação do perfil de deposição pulmonar in vitro das 

partículas utilizando o impactador em cascata de Andersen  

 Com a finalidade de verificar uma potencial aplicação 

pulmonar dos pós obtidos, foi utilizado o impactador em cascata de 

Andersen, que é um equipamento utilizado para avaliar o perfil de 

distribuição das partículas a partir de um fluxo de ar gerado que simula 

o ar aspirado e que entra em contato com o trato respiratório. O 

equipamento é subdividido em 8 estágios que simulam o trato 

orofaríngeo e respiratório, sendo que cada estágio contém um disco 

e uma placa que retém partículas com tamanhos específicos. As 

partículas ficam depositadas nos discos e placas do equipamento de 

acordo com a sua distribuição de tamanho, sendo que cada disco 

contém um tamanho de poro específico. Além disso, foi analisado o 

percentual de pó que ficou na cápsula e dispositivo de aplicação do 

pó e ainda no caminho do pó até os estágios chamado de throat. A 

fim de avaliar a porcentagem do pó que chega até o pulmão foi 

avaliado o FPF (fine poder fraction = porção de pós finos) que 

considera o somatório das porcentagens entre os estágios 2 a 7, 

sendo considerada a porção respirável terapêutica dos pós inalados. 

Verificou-se que mais de 1/3 do pó obtido consegue atingir 

efetivamente o pulmão. Portanto esta técnica de obtenção de pó 

possibilita a aplicação de fármacos com a intenção de uma absorção 

sistêmica e local através do pulmão e/ou tratarem doenças 

pulmonares (figura 1d). 
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Figura 1d: Porcentagem de pó despositado em cada estágio do 

impactador em cascata de Andersen 

 

 

1.6 Avaliação do perfil de dissolução das partículas após 

compressão das nanocápsulas secas em Spray-Dryer 

 

Com a finalidade de verificar uma potencial aplicação oral dos 

pós, foi realizada a compressão das nanocápsulas secas obtidas. 

Para a compressão foi adicionado  294,75 mg (98,25 %) do pó de 

nanocápsulas secas no Spray –Dryer conforme desecrito no 

exemplo 1, 2,25 mg (0,75 %) de dióxido de silicio coloidal como anti-

aderente e 3,0 mg (1,0 %) de estearato de magnésio vegetal como 

lubrificante. Cada unidade foi comprimida com um peso médio 

teórico de 300mg. Após a compressão foi verificada o perfil de 

dissolução dos comprimidos comparando-se com um comprimido 

produzido na mesma concentração de fármaco (1,634 mg de 

olanzapina + 293,116 mg de maltodextrina) do comprimido teste 

(figura 1e). Verificou-se também que nanocápsulas mantiveram sua 

morfologia após a compressão através microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) (JEOL JSM-6060, Japão) (figura 1f).  

 

 

Fígura 1e: Analíse de perfil de dissolução comparativo entre 

comprimidos contendo o pó obtido após aspersão em Spray Dryer 

da formulação contendo 1% Maltodextrina versus comprimidos 

obtidos pela mistura física de olanzapina com maltodextrina. 
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Fígura 1f: Analíse de morfologia do comprimido contendo o pó 

obtido via aspersão em Spray Dryer da formulação contendo 

Maltodextrina a 1%. 

 

Exemplo 2: 

2.1Preparações das nanocápsulas na forma de pó 

 A formação das nanocápsulas foi realizada da mesma forma 

que o exemplo 1. Neste exemplo, foram adicionados a esta 

suspensão 6,5 g (5% p/v) de manitol. 

 

2.2 Determinações do tamanho de partícula das nanocápsulas 

secas em Spray-Dryer 

A análise foi realizada da mesma forma que o exemplo 1. 

 O tamanho médio de partícula (D[4,3]) da formulação foi de 

199 nm, sendo que 50% das partículas possuíam um tamanho inferior 

a 64 nm com um span de 1,4 (figura 2a). 

 

 

 

Fígura 2a: Análise do tamanha de partícula do pó obtido após 

aspersão em Spray Dryer da formulação contendo 5% de manitol. 

 

2.3 Verificações do tamanho e morfologia das nanocápsulas 

secas em Spray-Dryer 

A análise foi realizada da mesma forma que o exemplo 1. 

Verificou-se que a maioria das partículas possuem tamanho 

inferior a 1 µm, possuindo diferentes formatos e uma superfície lisa 

(figura 2b). 
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Fígura 2b: Analíse de morfologia do pó obtido após aspersão 

em Spray Dryer da formulação contendo 5% Manitol. 

 

Exemplo 3: 

3.1Preparação das nanocápsulas na forma de pó 

 A formação das nanocápsulas foi realizada da mesma forma 

que o exemplo 1. Neste exemplo, foram adicionados a esta 

suspensão 3,9 g (3% p/v) de trehalose. 

 

3.2 Determinações do tamanho de partícula das nanocápsulas 

secas em Spray-Dryer 

A análise foi realizada da mesma forma que o exemplo 1. 

 O tamanho médio de partícula (D[4,3]) da formulação foi de 

232 nm, sendo que 50% das partículas possuíam um tamanho inferior 

a 65 nm com um Span de 1,4 (figura 3a). 

 

 

Fígura 3a: Análise do tamanho de partícula do pó obtido após 

aspersão em Spray Dryer da formulação contendo 3 % de trehalose. 

  

3.3 Verificações do tamanho e morfologia das nanocápsulas 

secas em Spray-Dryer 

A análise foi realizada da mesma forma que o exemplo 1. 

Verificou-se que a maioria das partículas possuem tamanho 

inferior a 1 µm, possuindo formato esférico e uma superfície lisa 

(figura 3b). 
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Fígura 3b: Analíse de morfologia e tamanho do pó obtido após 

aspersão em Spray Dryer da formulação contendo 3% Trehalose. 
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DETALHE A INOVAÇÃO DO PRESENTE INVENTO 

 

Síntese de nanocápsulas na forma pulverulenta baseada em 

processo de mistura de fases orgânica e aquosa seguida da eliminação de 

solventes em uma única etapa, sem prévia etapa de evaporação do solvente 

orgânico, se diferencia de patentes já existentes.  

Surpreendentemente a eliminação do solvente orgânico juntamente 

com a água por aspersão como descrito nesta invenção, forneceu pós de 

nanocápsulas poliméricas com estreita distribuição de tamanhos de 

partículas e com controle de tamanho médio. 

 

A presente invenção permite produzir nanopartículas com polímeros 

insolúveis (PCL, PLGA e outros) ao contrário de outras patentes que 

produzem nanocristais, nanodispersões ou microemulsões, sem a presença 

destes polímeros insolúveis, conforme WO2008006713, US20050019412, 

US20040057993, WO2010037142, WO2009040818, US20050139144, 

WO2008032327 e US20110021592. 

A presente invenção permite produzir nanopartículas poliméricas com 

eliminação do solvente orgânico e da água em etapa única diferentemente 

da obtenção de nanopartículas secas com uma prévia evaporação de 

solvente através de filtração, centrifugação ou rotaevaporação como já 

relatadas em US20110052652, US20090011009, WO2009073215, 

WO2008065502, WO2006079445, WO2005084710, WO2008149230, 

WO2008135829, WO2008149192 e US20030045690. 

A presente invenção mostra que a produção de nanopartículas na 

forma de pó não necessita de prévia micronização para a fabricação de 

nanopartículas na forma de pó como foi relatada em WO0027363. 

A presente invenção mostra que a produção de nanopartículas na 

forma de pó não necessita de etapa prévia para redução do tamanho de 

partícula através homogeneização a alta pressão como já foi relatado em 

US20030195133, US20040109894, WO0245575, WO2009073215, 
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WO2010036211, WO2008149230, WO2008135829, WO2008149192, 

WO2009105792 e US20110033550. 

A presente invenção mostra que a produção de nanopartículas na 

forma de pó pode ser realizada em equipamento de Spray Dryer comum com 

temperatura fixa sem a necessidade de equipamento diferenciado e cinco 

diferentes temperaturas  para um processamento como foi relatado em 

WO9713503. 

 

 

 PROBLEMAS QUE O INVENTO RESOLVE OU VANTAGENS 

QUE APRESENTA  

Ele apresenta como vantagens a eliminação do processo de 

evaporação de solvente orgânico utilizado em etapa intermediária e 

potencialidade em utilização em todas as vias farmacêuticas através de 

concentrações de excipientes adequados utilizando apenas agitação e um 

spray-dryer convencional, sem a necessidade de prévia evaporação de 

solvente potencialmente reduzindo o custo de produção, podendo utilizar 

polímeros insolúveis. Uma outra vantagem do invento é que a obtenção do 

pó seco em câmara do spray-dryer (sistema fechado) limita a exposição do 

trabalhador ao produto obtido, principalmente em linhas de produção com 

processo contínuo. 

 

 

 

 COMPARE O PRESENTE INVENTO COM A TECNOLOGIA 

ATUALMENTE UTILIZADA (Há produtos similares no mercado? Em caso 

positivo, quais as vantagens desta nova tecnologia?) 

Não há produtos no mercado que utilizem nanocápsulas produzidas 

em pó como produtos ou intermediários de formulações ou de composições 

farmacêuticas. Nanopartículas poliméricas que compõem produtos finais, 
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formulações e composições farmacêuticas que estão o mercado são 

preparadas pelos métodos de polimerização interfacial (US4329332 A) ou 

deposição de polímero pre-formado (EP0274961 B1) que as produzem 

como suspensões aquosas coloidais. Nanocosméticos disponíveis no 

mercado que contém nanocápsulas poliméricas (LÓreal ou Biolab) as 

produzem em suspensão aquosa (EP0274961 B1; WO2010040194 A2). 

A vantagem de obter as nanocápsulas poliméricas em pó incluem a 

diminuição de custos de transporte e distribuição do produto pulverulento 

quando comparado com as suspensões aquosas, pois 1 kg de pó 

corresponderia, em media, a 100 kg de suspensão. Outra vantagem é o 

aumento de estabilidade físico-quimico considerando que coloides em 

solução tendem a se aglomerar e consequentemente se agregar de forma 

irreversível, precipitando na suspensão. Do ponto de vista microbiológico, 

um produto pulverulento tem teor de agua a baixo de 3% e portanto baixa 

contaminação microbiana, contrariamente a nanopartículas poliméricas em 

suspensão aquosa que contém em media 95% de água. 

 

 DESVANTAGENS E/OU LIMITAÇÕES DO INVENTO 

O presente invento apresenta como desvantagem a utilização de 

solventes orgânicos. 

Uma limitação do método é que, a etapa de aspersão necessita-se de 

um equipamento do tipo spray-dryer. 

Por se tratar de material nanoparticulado na forma de pó, ele aumenta 

as chances de exposição às pessoas e ao meio ambiente, podendo causar 

riscos á saúde principalmente às pessoas envolvidas na produção e 

manuseio deste produto. Porém, esta limitação é controlada, utilizando um 

processo de fluxo contínuo, condição recomendada pelo guia das boas 

práticas de fabricação do FDA (Food and drug administration) e que dificulta 

possíveis contaminações cruzadas, diminui o impacto ambiental ou 

exposição do operador. 
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 USO PRESENTE E FUTURO DO INVENTO 

O pó obtido após a secagem pode ser utilizado para diversos fins, 

como por exemplo: administração pulmonar local de fármacos com ação 

antiasmática ou infecção pulmonar, além de fármacos para ação sistêmica 

que possuem baixa biodisponibilidade oral.  

A utilização de pós obtidos via spray-dryer, de acordo com a revisão 

realizada por Sollohub e Cal, podem ser utilizados na obtenção de 

comprimidos e apresentarem perfis de dissolução e desintegração 

diferenciados em relação a comprimidos convencionais. Além de poder ser 

utilizado como pó para diluição visando à administração oral, ocular 

intravenosa, nasal ou retal. E ainda podem ser incorporados em suspensões, 

géis, cremes e outros veículos visando uma aplicabilidade cosmética. 

O pó obtido também pode ser diluído visando uma aplicação agrícola 

e em revestimentos (tintas). 

  



179 
 
 

 

 COMO A PRESENTE INVENÇÃO DIFERE DO ATUALMENTE 

CONHECIDO NO ESTADO DA TÉCNICA? (Faça um comparativo com o 

presente pedido de patente de invenção) 

 

  A presente invenção difere das atuais técnicas conhecidas, pois esta 

inovação de síntese de nanocápsulas ocorre com a total eliminação de solventes 

em uma única etapa sem a prévia concentração de nanocápsulas através de 

filtração, centrifugação, rotaevaporador ou outros equipamentos. Não necessita 

de redutores de tamanho de partícula como micronizadores, homogeneizador a 

alta pressão e outros equipamentos que exercem a mesma função. E ainda a 

síntese das nanocápsulas é prossivel empregando-se um spray-dryer comum, 

não necessitando de equipamentos diferenciados como aquele que trabalha a 

diferentes temperaturas. Além disso, a presente invenção traz como novidade a 

síntese de nanopartículas poliméricas utilizando polímeros insolúveis em água, 

diferentemente dos produtos normalmente produzidos através da aspersão de 

soluções aquosas de polímeros solúveis em agua, como os hidrogeis de 

derivados de celulose. 

 

 FOI FEITA ALGUMA BUSCA DE PATENTES? EM CASO 

POSITIVO, INFORME AS PATENTES E O DIFERENCIAL EM RELAÇÃO À 

NOVA TECNOLOGIA ORA PROPOSTA. (O EITT realiza busca nos bancos 

de patente nacional e internacionais, e encaminha aos inventores para 

análise.) 

 Sim, sendo que as principais patentes encontradas são a 

WO2008006713, US20050019412, US20040057993, WO2010037142, 

WO2009040818, US20050139144, WO2008032327, US20110021592, 

US20110052652, US20090011009, WO2009073215, WO2008065502, 

WO2006079445, WO2005084710, WO2008149230, WO2008135829, 

WO2008149192, US20030045690, WO0027363, US20030195133, 

US20040109894, WO0245575, WO2009073215, WO2010036211, 

WO2008149230, WO2008135829, WO2008149192, WO2009105792, 

US20110033550 e WO9713503. 
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 A presente invenção difere das atuais técnicas conhecidas, pois esta 

inovação de síntese de nanocápsulas poliméricas por aspersão pode utilizar 

qualquer tipo de polímero lipofílico, ocorre com a total eliminação de solventes 

em uma única etapa sem a prévia concentração de nanocápsulas, não necessita 

de redutores de tamanho de partícula e utiliza equipamentos convencionais. A 

presente invenção difere das atuais técnicas conhecidas, pois esta inovação de 

síntese de nanocápsulas poliméricas por aspersão ocorre com a total eliminação 

de solventes em uma única etapa sem a prévia concentração de nanocápsulas 

através de filtração, centrifugação, rotaevaporador ou outros equipamentos. 

Além disto, não necessita de redutores de tamanho de partícula como 

micronizadores, homogeneizador sob alta pressão e outros equipamentos que 

exercem a mesma função. E ainda não necessita de equipamentos diferenciados 

como um spray dryer que trabalha a diferentes temperaturas, podendo inclusive 

utilizar polímeros insolúveis. 

 

 

 

 DATAS DE EVENTOS NO DESENVOLVIMENTO DO INVENTO: 
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 NOVIDADE DO INVENTO 

      

   

   

   

   

 

 Se 1 for afirmativo, indique as principais referências bibliográficas 

relacionadas ao presente invento, anexando, se possível, cópia: 

 As referências relacionadas são as patentes WO2008006713, 

US20050019412, US20040057993, WO2010037142, WO2009040818, 

US20050139144, WO2008032327, US20110021592, US20110052652, 

US20090011009, WO2009073215, WO2008065502, WO2006079445, 

WO2005084710, WO2008149230, WO2008135829, WO2008149192, 

US20030045690, WO0027363, US20030195133, US20040109894, 

WO0245575, WO2009073215, WO2010036211, WO2008149230, 

WO2008135829, WO2008149192, WO2009105792, US20110033550 e 

WO9713503. 

  A presente invenção difere das atuais técnicas conhecidas, pois 

esta inovação de síntese de nanocápsulas poliméricas por aspersão ocorre 

com a total eliminação de solventes em uma única etapa sem a prévia 

concentração de nanocápsulas através de filtração, centrifugação, 

rotaevaporador ou outros equipamentos. Além disto, não necessita de 
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redutores de tamanho de partícula como micronizadores, homogeneizador 

sob alta pressão e outros equipamentos que exercem a mesma função. E 

ainda não necessita de equipamentos diferenciados como um spray dryer 

que trabalha a diferentes temperaturas, podendo inclusive utilizar os 

diferentes tipos de polímeros tanto solúveis quanto insolúveis. 

 

 

 EXPERIÊNCIA COM REGISTRO DE PROPRIEDADE INDUSTRIAL 

 

  Sim Não 

1. A presente invenção já foi revelada fora da Universidade?  X 

2. Esteve pessoalmente envolvido em outro processo de patente? x  

3. Há alguma proteção de propriedade intelectual aplicada a esta 

invenção? 

 X 

 

 Se 1 for afirmativo, informe detalhadamente, as circunstâncias e anexe cópia 

do trabalho.(Exemplo: Apresentação em conferências, publicações científicas 

em revistas, comunicações informais, patentes, normas) 

 

 

Alertamos que a divulgação de aspectos da invenção que por ventura não 

tenham sido comunicados a este Escritório podem prejudicar a expedição da 

carta-patente no Brasil, assim como eventuais solicitações de patenteamento 

no Exterior. 

 

 

 APLICAÇÃO INDUSTRIAL 
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  Sim Não 

1. O presente invento já foi revelado à indústria?  X 

2. Foi demonstrado interesse comercial?  Não se 

aplica 

 

 

 Se 1 for afirmativo, informe quando, onde, e que tipo de invento: 

  

   

 Se 2  for afirmativo, informe nome, contato e telefone da empresa: 

 

 

 

 Foi feito contrato com órgão financiador ou gerido de acordo com um Termo 

de Confidencialidade?  

Sim. 

 Nome do agente financiador ( 
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186 
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 órgão de fomento/empresa/etc.) 

A invenção foi desenvolvida com recursos de projetos apoiados pelo CNPq e pela 

CAPES. 

Não há projeto específico aprovado em qualquer agencia com este objetivo. 

 

 Número do contrato (anexar cópia):  

Não se aplica 

 Contato no órgão 

Não se aplica 

 O órgão financiador foi informado do invento? Não se aplica. 

 

 Contrato via Fundação de Apoio da Universidade (     ) sim      (   x ) não 

 

 

 COMENTE A POTENCIALIDADE DE COMERCIALIZAÇÃO DA 

PRESENTE INVENÇÃO. (Especifique áreas de aplicação e/ou produtos que 

imaginas que possam utilizar esta nova tecnologia) 

 

 O processo de síntese de nanocápsulas poliméricas em uma única etapa 

em forma seca pulverulenta é inédito pela abordagem que aqui se configura. O 

processo é mais econômico que processos similares já descritos, devido à 

conjugação de etapas de evaporação dos solventes numa única etapa de 

aspersão. Com isto é proporcionado uma redução no custo de equipamentos e 

uso de energia e consequentemente do custo do processo.  

Além desta, a síntese de nanocápsulas poliméricas na forma de pó em etapa 

única proporciona a eliminação do solvente da formulação instantaneamente 

evitando uma possível contaminação microbiológica e degradação dos materiais 

constituintes da formulação. 
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CITE MERCADOS OU EMPRESAS QUE PODERIAM TER INTERESSE EM 

CONHECER ESTA NOVA TECNOLOGIA (setores industriais / farmacêuticos / 

médicos / agronegócios) 

 

 

Indústrias farmacêuticas, cosméticas, agrícolas e de tintas. 

 


