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APRESENTAGAO

De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de Pés-Graduacgéo
em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a
presente dissertacdo foi redigida na forma de capitulos, para uma melhor
organizacao e discussdo dos resultados obtidos. Assim, este trabalho encontra-se
dividido da seguinte forma:

¢ Introducao, contendo a apresentacao do tema e a formulagédo das hipoteses
de trabalho;

e Objetivos: geral e especificos;
e Revisao da literatura;

e Capitulo I: artigo em redacao que se refere as diferentes etapas do trabalho
realizado a ser submetido no periédico Journal of Nanoparticle Reserch;

e Capitulo II: artigo em redacao que se refere as diferentes etapas do trabalho
realizado a ser submetido em periédico ainda nao definido;

e Discussao geral;
e Conclusées;
e Perspectivas do trabalho;

e Referéncias bibliograficas.






RESUMO

O Nano Spray Dryer € um equipamento desenvolvido recentemente pela empresa
Blchi que utiliza a atomizacao vibracional para gerar particulas com tamanhos
reduzidos (300 nm a 5 um). O primeiro capitulo desse trabalho tem como objetivo
desenvolver particulas sélidas com tamanho reduzido partindo-se de uma solucéo
de farmaco (dexametasona), utilizando o equipamento Nano Spray Dryer e avaliar
os fatores que influenciam na obtencdo dos pds. O tipo de solvente utilizado
influenciou na viscosidade e na tensao superficial das solugcdes e isso refletiu no
rendimento do processo. A presenca de tensoativos idbnicos aumentou o rendimento
do processo. As particulas foram obtidas na forma de aglomerados que se
redispersam em particulas menores (difracdo de laser em meio aquoso) quando
submetidos a uma forga. O tamanho reduzido, em torno de 1 um, também pode ser
visualizado por microscopia eletrénica de varredura. Foi possivel obter, de forma
direta, particulas submicrométricas de farmaco com caracteristicas ideais para
administracdo pulmonar. A budesonida é um glicocorticoide muito potente utilizado
no tratamento da asma, porém para as particulas se depositarem de forma efetiva
no pulmdo e ndo ficarem aderidas na cavidade orofaringea, necessitam ter um
didmetro aerodindmico compreendido entre 1 e 5 um. Com base nisso buscou-se
desenvolver particulas de budesonida com didmetro aerodindmico reduzido, por
Nano Spray Dryer. Os p6s NSD (budesonida + deoxicolato de s6dio) e NSD LEU
(budesonida + deoxicolato de sodio + leucina) apresentaram elevado rendimento
(acima de 60%), elevado teor de farmaco (acima de 90%), baixo teor de umidade
(inferior a 2%) e tamanho médio de particula de 1 pm. A densidade foi de 0,3 g/cm?®
e o didmetro aerodinamico tedrico ficou em torno de 0,5 um. Devido ao reduzido
tamanho e elevada area superficial, a budesonida obtida por Nano Spray Dryer
apresentou uma maior velocidade de dissolu¢cdo comparada a matéria prima e ao
produto comercial Busonid®. O processo de secagem provavelmente resultou na
amorfizacdo das substancias, conforme analisado por calorimetria exploratéria
diferencial. Assim, concluimos que foi possivel a obtencdo de particulas de
budesonida de reduzido diametro aerodindmico por Nano Spray Dryer destinadas ao
tratamento da asma.

Palavras chave: Nano Spray Dryer, dexametasona, budesonida, particulas

submicrométricas, didmetro aerodindmico, pulmonar.






ABSTRACT

Drug submicron particles obtained by Nano Spray Dryer intended to pulmonary
administration

Nano Spray Dryer is new equipment developed recently by Bichi that uses
vibrational atomization to generate small particles (300 nm to 5 mm). The first
chapter of this work aims to obtain solid particles with small size starting from a drug
solution (dexamethasone) through the Nano Spray Dryer equipment and to assess
the factors that influence the production. The kind of solvent influenced the viscosity
and surface tension of solutions and this reflected in the process yield. The presence
of ionic surfactants provides particles that deagglomerate into smaller ones when
subjected to a force, as can be seen by laser diffractometry in aqueous medium. The
small size, around 1 um, can also be visualized by scanning electron microscopy.
Thus, it was possible to obtain directly submicron drug particles that have
characteristics suitable for pulmonary administration. Budesonide is a potent
glucocorticoid used in the asthma treatment. One disadvantage with pulmonary drug
delivery is the poor deposition efficiency, and to get pulmonary deposition the
particles need to have an aerodynamic diameter in the range of 1-5 um to bypass the
mouth and throat. So, we sought to develop budesonide particles with reduced
aerodynamic diameter by Nano Spray Dryer. The NSD (budesonide + sodium
deoxycholate) and NSD LEU (budesonide + sodium deoxycholate + leucine)
powders showed high yields (above 60%), high drug content (above 90%), low
moisture content (less than 2%) and particle size of 1 um. The particle density was
about 0.3 g/cm® and theoretical aerodynamic diameter was about 0.5 pm. Due to its
small size and high surface area, budesonide obtained by Nano Spray Dryer
dissolved faster than raw material and commercial product Busonid®. The spray
drying process probably resulted in the amorphization of the substances that were
analyzed by differential scanning calorimetry. Therefore, we conclude that it was
possible to obtain budesonide small particles with low aerodynamic diameter by
Nano Spray Dryer intended to asthma treatment.

Keywords: Nano Spray Dryer, dexamethasone, budesonide, submicron particles,

aerodynamic diameter, pulmonary.
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1. INTRODUCAO







Spray drying € uma técnica de secagem que permite a conversao de liquidos
em suas respectivas particulas sélidas (GOULA et al., 2004) e vem sendo utilizada
ha muitos anos pela industria farmacéutica (para aumentar a estabilidade fisica de
solucdes, suspensdes e emulsdes) e alimenticia (para facilitar o transporte e o
armazenamento de quantidades elevadas de alimentos, contribuindo também no
aumento da estabilidade) (CAL e SOLLOHUB, 2010). Esta técnica pode ser dividida
em quatro etapas principais que séo: (i) atomizacédo da solucéo a ser convertida em
particulas sélidas, (i) secagem das goticulas obtidas apds entrar em contato com o
gas de secagem a elevadas temperaturas, (iii) evaporacdo do solvente e (iv)
separacao do pd obtido e coleta de forma adequada (MASTERS,1968). Esta técnica
permite a obtencao de particulas solidas com estreita distribuicao granulométrica e
em uma Unica etapa.

A empresa suica Blichi desenvolveu recentemente a Ultima geragao de spray
dryers para escala laboratorial chamado Nano Spray Dryer que possibilita obter
particulas com reduzidos diametros (300 nm a 5 um), utilizando pequenas
quantidades de amostras, diferentemente dos Spray Dryers convencionais. Em
geral, as particulas obtidas através deste novo equipamento possuem um tamanho
muito inferior ao tamanho das particulas obtidas por Spray Dryer convencional.

A principal modificacdo nesse equipamento diz respeito ao uso da tecnologia
piezoelétrica no processo de atomizacao, que faz vibrar uma fina membrana de aco
a velocidades ultrassénicas, forcando a passagem do liquido através dos seus
estreitos poros (SCHMID et al, 2010). Outra importante etapa modificada diz
respeito a coleta de finas particulas que sao depositadas em um cilindro coletor
localizado na parte inferior do equipamento que, devido a geracao de um campo
elétrico, provoca a atracado das particulas. Essa alteracdo possibilitou a coleta de
particulas com tamanhos muito reduzidos porque € independente da massa da
particula (MOSEN et al., 2004).

O uso da nanotecnologia na area farmacéutica, seja para o desenvolvimento
de medicamentos ou de cosméticos, vem crescendo nos ultimos anos devido as
inUmeras vantagens que os produtos nanotecnoldgicos oferecem. Na area de drug
delivery, o uso de nanoparticulas € mais promissor frente ao de microparticulas,
devido ao seu reduzido tamanho e elevada area superficial. De acordo com alguns

estudos, os autores concluiram que nanoparticulas possuem vantagens com relacéao
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as microparticulas como um perfil de dissolugcdo mais rapido (HENG et al., 2008),
maior efeito oclusivo em cosméticos, o que contribui no aumento da hidratagéo
(MULLER e DINGLER, 1998), maior penetragcdo das particulas na pele e
capacidade de atravessar membranas biol6gicas (SOUTO e MULLER, 2008) e, além
disso, as nanoparticulas sao pelo menos 10 vezes menores que as microparticulas,
0 que permite que elas sejam administradas pela via intravenosa sem riscos de
embolia (COUVREUR et al., 2002).

Particulas sélidas de farmacos vém sendo bastante utilizadas no tratamento
da asma e outras doencgas das vias respiratorias empregando dispositivos inalatérios
(Dry Powder Inhaler- DPI) (LEAROYD et al., 2009; CRUZ et al., 2011; NOLAN et al.,
2011). A asma é uma doenca caracterizada pela obstrucao variavel das vias aéreas
que é secundaria a um padrao de inflamacao alérgico e tem se tornado uma das
doencas mais prevalentes no mundo, sendo que o numero de individuos afetados
vem aumentando a cada ano (BARNES, 2011). Quando foi descrita em 1860 por
SALTER, acreditava-se que as crises de falta de ar fossem causadas apenas pela
contracdo dos musculos; hoje ja se sabe que ha também muitos mediadores
inflamatérios envolvidos nessa patologia. A inflamacédo crénica pode levar a
mudancas estruturais das vias aéreas, incluindo as células do musculo liso, fibrose,
angiogénese e hiperplasia das células secretoras de muco (BARNES, 2011). Além
disso, sabe-se também que a inflamacao nao se restringe apenas a area central,
mas ocorre também nas vias aéreas inferiores (MARTIN, 2002).

Ha duas classes principais de farmacos sendo utilizadas na terapia da asma:
os broncodilatadores e os anti-inflamatérios. Dentre os agentes anti-inflamatérios,
os corticéides sado de longe os mais efetivos para controlar a doenca, sendo que os
inalatérios se tornaram o pilar para o tratamento dos pacientes com sintomas
persistentes (BARNES, 2011).

A budesonida é um potente corticosteréide ndo halogenado com elevada
afinidade pelo receptor glicocorticéide, elevada seletividade pelas vias aéreas e
prolongada retencao tecidual, sendo considerado um dos agentes terapéuticos mais
valiosos para o tratamento profilatico da asma (EL-GENDI et al., 2009). Entretanto,
frequentes administragdes inalatérias podem ocasionar diversos efeitos indesejaveis
como supressao do crescimento, afinamento da pele, reducao da densidade mineral

Ossea e catarata (DAHL et al., 2006) e seu uso sistémico pode ocasionar severos
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efeitos adversos como supressdo adrenocortical, sindrome de Cushing e
osteoporose (SAMARAS et al., 2005). Este farmaco possui elevada taxa de ligacao
a proteinas plasmaticas (88%) e sua biodisponibilidade ap6s administracao oral é
em torno de 10%, por isso seu uso pela via pulmonar é uma alternativa promissora.

A via pulmonar é utilizada como primeira escolha para o tratamento de
doencas das vias aéreas. Porém, ha uma forte resisténcia dos pacientes ao uso
desta via devido ao numero excessivo de repeticoes que devem ser realizadas
(HOLGATE e POLOSA, 2008, 2006), resultando em uma baixa adesdo ao
tratamento e manuseio incorreto dos dispositivos (HOLGATE e POLOSA, 2006;
BARNES, 2008). Além disso, acredita-se que apenas de 10 a 15% da dose chega
efetivamente aos bronquios (RASENACK et al., 2003),10% atinge os alvéolos (EL-
GENDI et al., 2009) e o restante acaba se perdendo na cavidade orofaringea. Desta
forma, um dos maiores desafios para a terapia de doengas utilizando a via pulmonar
€ a distribuicdo do farmaco nas vias aéreas. Isso pode ser contornado com o uso de
particulas com tamanhos menores que consigam evitar a adesdo na cavidade
orofaringea e chegar até o local desejado, que sdo as partes mais profundas do
pulméo (LEARQYD et al., 2008).

Para conseguir ultrapassar a boca e a garganta e, consequentemente,
alcangar os pulmbes, as particulas devem ter um didmetro aerodinamico
compreendido entre 1 e 5 um (SHI et al, 2007). Alguns autores relatam que
particulas com tamanho inferior a 1 um ndo sdo desejaveis pois seriam facilmente
exaladas antes da deposicao (LINDFORS et al., 2006, SHI et al., 2007).

Visto que o equipamento Nano Spray Dryer foi desenvolvido para possibilitar
a obtencao de particulas sélidas com reduzido tamanho, esse trabalho tem como
objetivo avaliar se é possivel a obtencdo, de maneira direta, de particulas de
farmaco com reduzido didmetro utilizando esse equipamento e avaliar também se
esse po obtido apresenta caracteristicas adequadas para ser administrado através

da via pulmonar.
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2. OBJETIVOS







2.10bjetivo geral

Esta dissertacdo tem como objetivo produzir particulas sélidas de tamanho
submicrométrico partindo-se de uma solucdo de dexametasona como farmaco
modelo utilizando o equipamento Nano Spray Dryer. Os fatores que podem afetar as
propriedades fisico-quimicas e morfolégicas das particulas produzidas serao
estudados na primeira etapa do trabalho, o que permitird uma melhor compreensao
do funcionamento do equipamento. Subsequentemente, esses conhecimentos sédo
aplicados a producdo de particulas sélidas compostas majoritariamente pelo
corticoide budesonida, buscando-se um reduzido diametro aerodindmico de particula

e o desenvolvimento de um sistema adequado para administracao pulmonar.

2.20bjetivos especificos

e (Caracterizacao da solucao de partida quanto a viscosidade e tensao
superficial, empregando andlise fatorial do tipo 3% sendo os fatores
estudados: o tipo de solvente e de tensoativo;

e (Caracterizacao das particulas produzidas quanto ao rendimento, teor de
farmaco, tamanho de particula, teor de umidade, morfologia e analise
calorimétrica;

e Avaliacdo da influéncia do tipo de tensoativo (n&do ibnico, anibnico e
catibnico) no processo de atracdo das particulas ao coletor e
consequentemente no rendimento do processo;

e Producao de particulas sélidas submicrométricas de budesonida utilizando
o equipamento Nano Spray Dryer, empregando as condi¢cdes otimizadas;

e Caracterizacao das particulas obtidas quanto ao rendimento do processo,
didmetro e polidispersdo, diametro aerodinamico, teor de farmaco, teor de
umidade, morfologia, analises calorimétricas;

e Estudo do perfil de dissolucao da budesonida obtida por Nano Spray Dryer
em comparagdo a matéria-prima e um produto comercial, utilizando o

modelo dos sacos de dialise.






3. REVISAO DA LITERATURA







3.1 Spray Drying

A técnica de secagem por aspersao (spray drying) € bastante conhecida e a
primeira vez em que seu uso foi descrito foi no ano de 1860. Entretanto, na época,
0S equipamentos que realizavam a secagem ainda eram muito primitivos e
apresentavam limitacées quanto a eficiéncia e a continuidade do processo e essas
adversidades contribuiam para retardar o desenvolvimento e a evolucdo das
pesquisas. A partir de 1920 o seu desenvolvimento passou a ser aprimorado € o
equipamento foi introduzido na industria alimenticia no processo de obtencao do
leite em pd (CAL e SOLLOHUB, 2010). O processo de secagem por aspersao
consiste na conversao de liquidos contendo particulas soélidas em solugcao, emulséao
ou suspensao na forma respectiva de pd seco (GOULA et al., 2004).

O grande feito histérico responsavel pelo aperfeicoamento da técnica de
secagem foi a Segunda Guerra Mundial, em 1945. A necessidade de transporte de
grandes quantidades de alimentos com reduzido peso e volume e a necessidade de
melhorar a sua conservacao fez com que a técnica de secagem fosse aperfeicoada,
visto que ao reduzir o teor de agua reduz-se também o risco de contaminacao
microbiana e o volume ocupado (CAL e SOLLOHUB, 2010). Ap6és o
aperfeicoamento da técnica para o uso na industria alimenticia durante a Segunda
Guerra Mundial, seu uso passou a ser destinado também a industria farmacéutica.

Entre as principais razbes para o emprego da secagem por aspersao na
producdo de pos é a habilidade tecnolégica de obtencdo de particulas de forma
continua e com qualidade precisa do produto final (GOULA et al., 2004). O processo
de secagem pode ser dividido em quatro etapas principais: (i) atomizagdo da
solucdo a ser convertida em particulas sélidas, (i) geracao de finas goticulas que
entram em contato com o gas de secagem a elevadas temperaturas, (iii) evaporacao
do solvente e (iv) separacao do p6 obtido a partir do gas de secagem e coleta de
forma adequada (CAL e SOLLOHUB, 2011; MASTERS, 1968).

O processo de atomizacao é a etapa mais importante do processo e consiste
na obtencao de pequenas goticulas a partir da solucao de alimentacao (MASTERS,
1968). A atomizagdo pode ser obtida utilizando diferentes dispositivos como o
atomizador rotatério, hidraulico, pneumatico e ultrassénico (BITNER et al., 1999;
FREITAS et al., 2004). A selecao do atomizador ideal é de extrema importancia, pois

deve haver uma maxima taxa de evaporacao e uma elevada razao superficie de
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spray/massa para garantir as caracteristicas como homogeneidade e tamanho de
goticula (MASTERS, 1968).

Apbs a geracdo das goticulas, elas entram em contato com o gas de
secagem, que nada mais € que um gas retirado da atmosfera por um sistema de
filtros e pré-aquecido a determinadas temperaturas. O contato do gas de secagem
com o atomizador pode ser de trés tipos: (i) co-corrente, (ii) contracorrente ou (iii)
misto, sendo que a diferenca entre eles é a disposicdo do ar de secagem e do
atomizador (CAL e SOLLOHUB, 2010). O fluxo de gas lancado para dentro da torre
de secagem ¢é do tipo ndo laminar, portanto as goticulas entram em contato com
diferentes temperaturas e diferentes condicées de umidade. Quando se trabalha
com solvente organico, o uso de gas inerte se faz necessario a fim de que seja
evitado o risco de exploséo.

A geracdo de inumeras goticulas com elevada area superficial faz com que
haja uma maior troca de calor e massa. A ampla diferenca de temperatura entre o
liqguido e o ar leva a secagem inicial da goticula, sendo que o solvente é evaporado
de forma muito rapida (TURCHIULI et al, 2011). O solvente evapora a partir da
superficie das goticulas que se tornam cada vez mais secas, e ap0s a temperatura
do ar diminui e aumenta a umidade relativa (TURCHIULI et al., 2011). Portanto, o
tempo de contato da particula com o gas de elevada temperatura é muito baixo, por
iSso esse processo é permitido na secagem de substancias termosensiveis.

Apbés a secagem, segue-se a coleta das particulas. As particulas séao
separadas do gas de secagem utilizando um ciclone ou filtros e séo lancadas para a
base do equipamento seja por dispositivos vibratdrios, escovas mecéanicas ou fluxo
de ar comprimido, sendo coletadas em um dispositivo associado a uma parte do
equipamento chamado de cone. Portanto, o processo de separacdo e deposicao
ocorre independentemente da massa e particulas com reduzido tamanho deixam de
ser coletadas, pois sdo arrastadas pelo fluxo de ar.

Alteracbes nas condi¢coes operacionais de secagem, dentre elas a natureza
do material a ser aspergido, velocidade de alimentacao e a temperatura de secagem
(CONTE et al., 1994; HE et al., 1999; BILLON et al., 2000) ou até mesmo o modelo
do equipamento, influenciam as caracteristicas do produto obtido. A secagem por
aspersao € um processo que compreende uma unica etapa e permite que sejam

feitos controles das variaveis como tamanho de particula e morfologia e pode ser
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menos destrutivo que outros métodos que também sao utilizados para a producgéo
de p6s, como a micronizagao (RABBANI et al., 2005). Além disso, esta técnica pode
ser aplicada a farmacos e polimeros hidrofilicos e hidrofébicos e materiais sensiveis
ao calor, além de permitir um controle do tamanho de particula (PALMIERI et al.,
1994; ESPOSITO et al., 2002), sendo atualmente muito utilizada para obtencao de
pos para inalagao (BOSQUILLON et al., 2004a; GILANI et al., 2004; NAJAFABADI et
al., 2004).

3.2 Nano Spray Dryer

A empresa Bilchi desenvolveu recentemente a Ultima geracdo de
equipamentos para secagem por aspersao (spray drying) para escala laboratorial
chamado Nano Spray Dryer (Figura 1) que possibilita obter particulas com reduzidos
tamanhos (8300 nm a 5 um), diferentemente dos Spray Dryers convencionais. O
processo de atomizagao (geracado das goticulas) é realizado de forma inovadora e
baseia-se no uso da tecnologia piezoelétrica (Figura 2) em que uma fina membrana
de aco inoxidavel, localizada no interior do spray cap, vibra a frequéncias
ultrassbnicas (60 KHz) gerando pequenas goticulas. Os tamanhos de poro da
membrana sao de 4,0 um, 5,5 um e 7,0 um, dependendo do acessorio utilizado, e a
sua vibracdo ocasiona a ejecdo de milhdes de goticulas por segundo com uma
estreita distribuicdo de tamanho (LI et al., 2010).

Apbs a aspersdo, essas particulas sdo lancadas para dentro da torre de
secagem em um fluxo de ar laminar e ao entrarem em contato com o ar aquecido se
tornam particulas sdlidas, sendo direcionadas para o coletor de particulas
eletrostatico. Esse coletor é carregado positivamente na sua parte mais externa e
negativamente na sua parte interna (eletrodo de alta voltagem), gerando um campo
elétrico que faz com que as particulas sejam atraidas (SCHMID et al., 2010). Essa
tecnologia permite a coleta de finas particulas, pois ao contrario do ciclone, é
independente da massa, e ainda, permite a obtencdo de elevados rendimentos
(superiores a 80%).

Esse equipamento, de forma contraria aos Sprays Dryers convencionais, nao

permite que o fluxo seja fixado em um valor. Ajusta-se a taxa de spray em um valor
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compreendido entre 0 e 100% que diz respeito a forca com que o jato de goticulas
sera lancado para dentro da torre de secagem, e o préprio equipamento ajusta o
fluxo automaticamente dependendo da viscosidade da solugao.

Desta forma, esse equipamento possui trés inovacdes tecnolégicas que sao
(i) o uso da tecnologia piezoelétrica para gerar particulas com estreita distribuicdo de
tamanho, (ii) fluxo de ar laminar para promover uma secagem instantanea das
goticulas de forma moderada e (iii) o coletor de particulas eletrostatico que
possibilita a coleta de finas particulas (SCHMID et al., 2010). O Nano Spray Dryer
pode ser utilizado na area tecnolégica, biotecnolégica, de materiais e
nanotecnoldgica. O equipamento permite utilizar pequenos volumes de amostra,
portanto, pode ser interessante quando se quer realizar estudos com farmacos de
elevado valor agregado.
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Figura 1. Diagrama esquematico do equipamento Nano Spray Dryer B-90

desenvolvido pela empresa Buchi.
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Figura 2. Geracdo das goticulas a partir da vibracdo da fina membrana de aco

inoxidavel através do uso da tecnologia piezoelétrica.

SCHMID e colaboradores (2009) avaliaram a possibilidade de se obter
particulas com reduzido tamanho utilizando o equipamento Nano Spray Dryer.
Solugdes aquosas contendo trehalose desidratada nas concentragdes de 0,1% e
1,0% sem e com a adicao de 0,05% de polissorbato 20 foram secas no equipamento
utilizando as temperaturas de 60, 80 e 100°C e membranas com tamanho de poro
de 4,0 e 7,0 um. Apds a dispersdao das particulas em Miglyol 812 e analise de
tamanho por difragdo a laser, os autores concluiram que particulas com reduzido
tamanho (600 nm) foram obtidas quando foi utilizado o menor tamanho de poro de
membrana (4,0 um) e solugdes menos concentradas (0,1%). Ainda, a adicdo de
tensoativo nado influenciou no formato esférico das particulas, que foram analisadas
por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

SCHMID e colaboradores publicaram em 2010 um trabalho muito semelhante
em que descrevem a avaliagao da influéncia da concentracao de sélidos, a presenca
de tensoativo e o tamanho de poro da membrana do spray cap no tamanho de
particula. Foram preparadas solu¢des aquosas de trehalose nas concentracdes de
0,1%, 1,0% e 10,0% sem e com a adicao de 0,05% de polissorbato 20. Os pds
foram preparados utilizando o spray cap de 4,0 um. Eles concluiram, de forma
semelhante ao estudo anterior, que a menor concentracao de solidos possibilita a
obtencdo do menor tamanho de goticula (800 nm) e concluiram que a adicdo de
tensoativo facilita a formagdo da goticula e aumenta a forca com que o spray é

langado para dentro da torre de secagem.
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LI e colaboradores (2010) prepararam nanoemulsdes utilizando acetato de
vitamina E como fase oleosa e um tensoativo do tipo ndo iénico. Apds a adicdo de
diferentes adjuvantes de secagem (goma arabica, proteina de soja, alcool
polivinilico, amido modificado e maltodextrina) nas concentragdes de 0,1%, 1,0% e
10,0% as nanoemulsdes foram levadas ao Nano Spray Dryer a fim de avaliar a
influéncia no tamanho de particula obtido. Os autores concluiram que foi possivel a
obtencao de particulas utilizando diferentes adjuvantes de secagem e que a menor
concentracao possibilitou a formacao de particulas com menores tamanhos (todas
permaneceram com tamanhos abaixo de 1 um). Os mesmos autores avaliaram
ainda a possibilidade de obter nanocristais do farmaco a partir de uma solucao
organica contendo o farmaco modelo furosemida solubilizado em acetona. Porém,
de acordo com as fotomicrografias obtidas por MEV, as particulas apresentaram-se
na forma de agregados sem uma delimitacao visivel das bordas.

LEE e colaboradores (2010) avaliaram a possibilidade de secar no Nano
Spray Dryer uma solugdo aquosa contendo proteina (albumina sérica bovina) e o
tensoativo polissorbato 80. Os autores concluiram que o fator que mais influenciou
no tamanho de particula foi o tamanho do poro da membrana, sendo que o cap de
4,0 um possibilita a obtencéo de particulas menores (460 nm) e a concentracao de
tensoativo influencia na morfologia, sendo que concentracbes de 0,05%
possibilitaram a obtencéo de particulas esféricas.

Portanto, a partir destes estudos iniciais, observa-se que esse equipamento
representa um importante avango tecnolégico na obtencdo de particulas com
tamanho submicrométrico, cuja aplicagdo podera ocorrer nas mais diferentes areas,
seja na farmacéutica, biotecnolégica ou de materiais. Por outro lado, ainda ndo ha
dados na literatura relatando uma profunda caracterizagdo destes sistemas,

tampouco seu desempenho apds administragéo in vivo.

3.3 Sistemas nano e microestruturados

O uso da nanotecnologia tanto na area farmacéutica, seja para o
desenvolvimento de medicamentos ou de cosméticos, vem crescendo nos ultimos

anos devido as inumeras vantagens que os produtos nanotecnoldgicos podem nos
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oferecer. O conceito de tamanho para as nanoparticulas depende muito da area em
gue estamos nos referindo; na industria farmacéutica, nanoparticulas sao definidas
como tendo um tamanho compreendido entre alguns nanémetros até 1 um (HENG et
al., 2008). Ja na quimica coloidal, nanoparticulas possuem um tamanho inferior a
100 nm. Porém, quando se utilizam polimeros e farmacos, como é o caso das
industrias farmacéuticas, esse tamanho de particula é muito dificil de ser obtido.

As modificacdes na superficie e no tamanho das particulas tém sido utilizadas
como uma ferramenta importante para evitar a depuracdo e aumentar o tempo de
circulacdo das particulas, melhorar o transporte através de barreiras fisicas
(hematoencefalica ou mucosas) ou prolongar o tempo de permanéncia no local de
acao (SUNG et al., 2007).

O uso da nanotecnologia tem se tornado uma ferramenta importante para
melhorar a taxa de dissolugdo de alguns farmacos que possuem biodisponibilidade
limitada e baixa solubilidade em agua, por isso, muito tem se falado e discutido
sobre a engenharia de farmacos. Portanto, em se tratando de melhorar a
solubilidade e biodisponibilidade de farmacos, particulas com tamanhos
nanométricos sao preferiveis as particulas com tamanhos micrométricos. HENG e
colaboradores (2008) compararam o perfil de dissolucdo de nanoparticulas de
cefuroxima com o seu material bulk utilizando diferentes aparatos de dissolucéao e
concluiram que o equipamento que melhor descreveu e diferenciou a dissolu¢do do
farmaco foi a célula de fluxo e o percentual de farmaco dissolvido foi maior para as
nanoparticulas.

Na area cosmeética, o efeito oclusivo dos produtos é um fator importante a ser
observado, pois proporciona uma melhor hidratacdo da pele. Foi realizado um
estudo (MULLER e DINGLER, 1998) em que foi comparado o efeito oclusivo de
nanoparticulas (200 nm) com microparticulas (> 1,0 um) presentes em
nanoparticulas lipidicas e concluiu-se que o efeito oclusivo das microparticulas
corresponde a apenas 10% do efeito das nanoparticulas. De acordo com os autores,
quanto menor for o tamanho da particula maior sera a barreira para conter a
evaporacao da agua, logo, o efeito oclusivo serd maior.

Nesse mesmo estudo foi avaliado o grau de penetracdo da coenzima Q10 e
do a-tocoferol ap6s a veiculacdo em nanoparticulas (200 nm) e microparticulas (4,5
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um) lipidicas. Apos a realizagao da técnica de tape stripping, houve um aumento de
40% na penetracao dos ativos na pele quando foram utilizadas as nanoparticulas
lipidicas e isso pode ser interessante quando o objetivo € ultrapassar o estrato
cérneo e depositar a substancia nas camadas mais profundas da pele (SOUTO e
MULLER, 2008).

Portanto, o uso de nanoparticulas em sistemas de liberagdo de farmacos
apresenta inUmeras vantagens com relacao as microparticulas, por isso, os métodos
de obtencgao e caracterizagado devem ser profundamente estudados e investigados a
fim de que se possa aumentar consideravelmente o emprego destes sistemas em

produtos comerciais.

3.4 Asma

A asma é uma doenca crbnica causada por uma complexa interagcdo do meio
ambiente com fatores genéticos, que induz uma inflamacdo das vias aéreas
ocasionando chiado, aperto no peito e tosse (KUMAR et al., 2001). Exacerbacdes
podem ocorrer em pacientes com todos os graus de severidade da doenca e sdo na
maioria das vezes iniciadas por uma infeccdo do trato respiratorio superior
(geralmente com rinovirus humano) ou por alérgenos ambientais. Esta patologia
possui trés componentes identificaveis que sao: (i) inflamacao aguda, (ii) cronica e
(iii) remodelagdo das paredes das vias aéreas. Estes fatores contribuem para o
desenvolvimento da broncoconstricdo, hiperreatividade nao-especifica e obtrucio
das vias aéreas, respectivamente (BOUSQUET et al., 2000).

A asma nao é um problema de saude publica, sendo que ocorre em todos os
paises, independente do seu desenvolvimento, e possui uma taxa de mortalidade
relativamente baixa em comparacdo com outras doencas crbnicas. Porém, de
acordo com o ultimo levantamento da Organizacdo Mundial da Saude, em torno de
300 milhdes de pessoas sofrem com a asma no mundo, sendo esta a doenca
crbnica mais comum entre as criangas (Www.who.int).

Durante um ataque de asma, o revestimento dos brénquios incha, causando
estreitamento das vias aéreas e reduzindo o fluxo de ar para dentro e para fora dos
pulmdes. As causas para o0 desenvolvimento da doenca ainda nao séao

completamente conhecidas, mas acredita-se que seja uma combinacdo de
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predisposicao genética com a exposicdo ambiental de substancias que possam
causar reacao alérgica como: acaros presentes na cama, tapetes ou moveis,
poluicdo, pélos de animais, pélen, fumaca de cigarro e irritantes quimicos. Outros
fatores como frio, excitacdo emocional, exercicios fisicos e alguns medicamentos

também podem desencadear o processo alérgico (www.who.int).

3.5 Farmacoterapia utilizada no tratamento da asma e seus desafios

Os glicocorticéides sao os farmacos mais efetivos utilizados no tratamento da
asma, sendo que quando utilizados pela via inalatéria sdo os melhores controladores
da asma crbnica e possuem um baixo risco de apresentarem efeitos adversos
(HIRANO et al, 2011). Os corticosterbides sao utilizados para prevenir
exacerbacdes agudas da doenca e atuam reduzindo a inflamacéo das vias aéreas,
edema, vazamento microvascular, secrecdo de muco e a hiper-reatividade do
musculo bronquial. Seu mecanismo de agao ainda nao esta bem esclarecido, mas
pode-se dizer que atuam a nivel subcelular em uma variedade de células
pulmonares incluindo mastécitos, linfocitos, neutréfilos, macréfagos, eosindfilos e
células epiteliais das vias aéreas.

A budesonida é um glicocorticoide ndo halogenado, utilizado no tratamento da
asma, que possui elevada afinidade pelo receptor glicocorticdide. Atua inibindo os
sintomas inflamatérios como edema e hiperpermeabilidade vascular (KOMPELLA et
al., 2003), sendo considerada um dos agentes terapéuticos mais valiosos para o
tratamento da asma, mesmo apresentando uma baixa solubilidade em agua (21,5
mg/mL) (JACOBS et al., 2002).

Para o tratamento da asma os medicamentos podem ser administrados pelas
vias oral, intravenosa e inalatéria. A dose inalatéria usual de budesonida para o
tratamento da asma varia de 160 a 640 pg diarios de acordo com a severidade da
doenca. Entretanto, o uso a longo prazo e freqlentes administracbes pela via
inalatéria podem ocasionar diversos efeitos indesejaveis como a supressdo do
crescimento, o afinamento da pele, reducédo da densidade mineral 6ssea e catarata
(DAHL et al., 2006).

Entre outras desvantagens, a budesonida possui uma elevada taxa de ligagao

a proteinas plasmaticas (88%) e, além disso, seu uso sistémico pode ocasionar
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severos efeitos adversos como supressao adrenocortical, sindrome de Cushing e
osteoporose (SAMARAS et al., 2005). A biodisponibilidade ap6s a administracao oral
€ em torno de 10% devido ao extensivo metabolismo pré-sistémico e por isso 0 uso
desse farmaco em formas farmacéuticas de liberacdo pulmonar pode ser uma
alternativa promissora para reduzir o seu metabolismo e aumentar a sua
biodisponibilidade (DONNELLY et al., 2001).

3.6 A via pulmonar e o uso do Nano Spray Dryer

A via pulmonar se apresenta como sendo uma via de primeira escolha para o
tratamento de doencas das vias aéreas, pois apresenta diversas vantagens como a
elevada area superficial alveolar (100 m?), a baixa atividade metabdlica e um
elevado fluxo sanglineo (5 I/min), que rapidamente distribui as particulas pelo
organismo (WALL et al., 1995; SUNG et al., 2007). Além disso, é considerada uma
via do tipo nao invasiva.

Além de ser utilizada para a liberacao sistémica de farmacos, a via pulmonar
pode ser empregada também para o tratamento localizado, o que no caso de
doencas pulmonares se torna ainda mais interessante. A liberagédo localizada pode
diminuir a dose de farmaco, bem como diminuir o numero de efeitos adversos
resultantes de altas doses administradas pela via sistémica. Porém, mesmo sendo
uma das vias mais utilizadas para o tratamento de doencas respiratérias, apresenta
algumas desvantagens como a rapida depuracdo mucociliar e a necessidade de
aplicacdo de 3 ou 4 doses diarias de farmaco (ROUSE et al., 2007). Em doencas
como a asma, a forma ideal de tratamento seria uma Unica aplicacao diaria de
farmaco com prolongada acao terapéutica (ROUSE et al., 2007).

De acordo com a fisiopatologia da asma, a inflamagao pode ocorrer em toda a
via aérea. Visto que alguns estudos mostraram que a inflamacao nas por¢cdes mais
distais do pulmdo possui um papel significativo na persisténcia e no
desenvolvimento da asma (MARTIN, 2002), é fundamental que as particulas
consigam atingir essas partes mais distais.

As propriedades fisico-quimicas dos aerossois inalaveis que determinam a
sua deposi¢do nas vias aéreas sdo: o tamanho, a distribuicdo de tamanho, forma,
carga, densidade e higroscopicidade, sendo o diametro de particula o fator mais

determinante para a deposicao (PILCER e AMIGHI, 2010). As particulas podem ser
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depositadas por impactacéo, sedimentacao ou difusdo. No caso da impactacao, as
particulas possuem um tamanho maior € se encontram suspensas no ar, se
depositando nas partes mais superiores das vias aéreas. A sedimentagdo é
dependente da gravidade e a difusdo ocorre quando as particulas possuem um
tamanho tao reduzido que adquirem movimentos aleatérios (browniano), levando a
sua expulsao das vias aéreas através da expiracao (CARVALHO et al., 2011).

O diametro aerodindmico de uma particula pode ser definido como o diametro
de uma esfera com densidade unitaria que, ao ser submetida a um jato de ar,
alcanca a mesma velocidade que uma particula ndo esférica de densidade arbitraria
(CHOW et al, 2004). A determinacdo do diametro aerodindmico é realizada
principalmente através dos impactadores, sendo que essa caracterizacdo é
essencial para avaliar a deposicao das particulas nos pulmées (DE BOER et al.,
2002). Diversos autores estudaram a relagdo que ha entre o diametro aerodinamico
das particulas com a sua deposicao a nivel pulmonar, porém, as informacdes muitas
vezes sao contraditérias e mais estudos se tornam necessarios.

STAHLHOFEN e colaboradores (1989) avaliaram a deposicao pulmonar das
particulas em alguns pacientes e concluiram que particulas com 6 pum se depositam
no trato aéreo superior e com 3 um no trato aéreo inferior. SANGWAN e
colaboradores (2003) avaliaram o grau de deposicdo de aerossoéis com diametro
aerodinamico de 3,1 um e 2,2 um, concluindo que a deposicao pulmonar foi duas
vezes menor para 0s aerossois com maior tamanho de particula e, além disso,
apresentaram um aumento proporcional na deposicéo da cavidade orofaringea.

Outros autores (USMANI et al, 2005; GLOVER et al, 2008) também
avaliaram o grau de deposicao das particulas no pulmao e concluiram que particulas
com menor didmetro aerodindmico se depositam na porcao inferior do pulméao.
BHAVNA e colaboradores (2009) realizaram um estudo para avaliar o grau de
deposicao de particulas de salbutamol com diametro aerodinamico de 1,6 um e 3,1

%M radioativo em individuos saudaveis. Os resultados

um marcadas com Tc
mostraram que a deposi¢ao foi duas vezes maior para as particulas de 1,6 um que
para as 3,1 um. Desta forma, sabe-se que particulas com reduzido didametro

aerodinamico tendem a se depositar nas por¢cées mais profundas do pulmao, mas o
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que nao € completamente esclarecido e consensual é o limite de tamanho que
favorece essa deposicao.

Uma das principais queixas relatadas pelos pacientes que fazem o uso da
terapia para o controle da asma & o numero excessivo de repeticoes que devem ser
feitas utilizando trés ou mais tipos de dispositivos diferentes para o tratamento desta
doenca (HOLGATE e POLOSA, 2008, 2006). Além disso, com o tempo ocorrem
exacerbacdes da doenca e isso pode estar relacionado com a baixa adesdo ao
tratamento ou ao manuseio incorreto dos dispositivos (HOLGATE e POLOSA, 2006;
BARNES, 2008). Além disso, acredita-se que apenas de 10 a 15% da dose chega
efetivamente aos brénquios (RASENACK et al., 2003) e que 10% atinja os alvéolos
(EL-GENDI et al., 2009). O restante acaba se perdendo na cavidade orofaringea,
sendo esse um dos maiores desafios para a terapia de doencas utilizando a via
pulmonar.

Este obstaculo pode ser contornado com o uso de particulas com tamanhos
menores, que consigam ultrapassar esse processo de adesdo na cavidade
orofaringea e chegar até o local desejado, que sdo as partes mais profundas do
pulméo (LEARQOYD et al., 2008). Em outras palavras, de acordo com a maioria dos
autores, as particulas devem ter um didmetro aerodindmico compreendido entre 1 e
5 um para conseguir ultrapassar a boca e a garganta e consequentemente alcancgar
os pulmdes (SHI et al,, 2007). Ha autores que restringem ainda mais essa faixa,
assumindo que para atingir os alvéolos, o didmetro aerodinamico das particulas
deve estar compreendido entre 1 € 3 um (GONDA, 1981). Particulas com tamanho
inferior a 1 um também néo sdo desejaveis pois sao facilmente exaladas antes da
deposicao (LINDFORS et al., 2006; SHI et al., 2007).

Particulas sdélidas com reduzido tamanho e baixo didmetro aerodindmico
podem ser obtidas por Nano Spray Dryer, visto que esse equipamento foi
desenvolvido para possibilitar a obtencdo de particulas com tamanhos
submicrométricos a partir de solugdes ou dispersdes. O controle do tamanho de
particula € uma questdo importante para a obtencado de particulas com didametro
aerodinamico desejavel (HU et al.,, 2008). Além disso, o tamanho reduzido pode
auxiliar na solubilizagao de farmacos hidrofébicos como a budesonida.

As duas principais modificagdes realizadas pela empresa que desenvolveu o

equipamento, que possibilitaram a obtencédo de particulas com reduzido diametro,
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foram: (i) o uso da tecnologia piezoelétrica, em que a vibracdo da membrana a
freqUéncias ultrassoénicas (60 KHz) faz com que a solucao seja ejetada através das
aberturas da membrana (4,0; 5,5 e 7,0 um) gerando milhées de goticulas com
reduzido tamanho de particula e (ii) a implementacdo de um coletor de particulas
eletrostatico, que devido a presenca de diferentes cargas no seu interior, gera uma
campo elétrico fazendo com que as particulas produzidas sejam atraidas,
contribuindo para aumentar o rendimento do processo (SCHIMID et al., 2010). Esse
coletor permite que finas particulas sejam depositadas independente da sua massa,
ao contrario dos Spray Dryers convencionais em que particulas com tamanho
inferior a 2 um nao sao coletadas (MOSEN et al., 2004).

BECK-BROICHSITTER e colaboradores (2011) produziram nanoparticulas de
5-fosfodiesterase pelo método de evaporacao do solvente utilizando PVA (alcool
polivinilico) e PLGA (acido polilatico-co-glicélico) como polimeros e obtiveram
particulas soélidas utilizando o Nano Spray Dryer. O trabalho foi realizado com o
objetivo de administrar as particulas pela via pulmonar para o tratamento de
hipertensao pulmonar. Foram obtidas particulas com didmetro aerodinamico de 4 um
(impactacao inercial) que controlaram a liberacao do farmaco devido a presenca do
polimero, retardando em até 480 minutos a liberacdo de 100% do farmaco em

comparagéo com o farmaco livre (90 minutos).
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4. CAPIiTULO I- OBTENCAO DIRETA DE PARTICULAS
SUBMICROMETRICAS A PARTIR DE UMA SOLUCAO ORGANICA
UTILIZANDO O EQUIPAMENTO NANO SPRAY DRYER®

“Innovative approach to produce submicron drug particles by vibrational
atomization spray drying: influence of the type of solvent and surfactant”
Manuscrito submetido ao periddico cientifico Journal of Nanoparticle
Research.
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As paginas 45 a 73 desta Dissertacdo referem-se ao artigo “Innovative

approach to produce submicron drug particles by vibrational atomization spray
drying: influence of the type of solvent and surfactant”

Abstract

Spray drying is a technique used to produce solid particles from liquid solutions, emulsions or
suspensions. Recently, Buchi Labortechnik developed the latest generation of spray dryers
Nano Spray Dryer B-90. This aim of this study was to obtain, directly, submicron drug
particles from an organic solution, employing the Nano Spray Dryer and using
dexamethasone as a model drug. In addition, we evaluated the influence of both the type of
solvent and surfactant on the properties of the product. The experiments were carried out
according to a 3? full factorial analysis. The particles were obtained with high yields (above
60%), low water content (below 2%) and high drug content (above 80%). The type of solvent
was the main factor which influenced the surface tension and the viscosity. The highest
powder yields were obtained for the highest surface tension and the lowest viscosity of the
drug solutions. The use of ionic surfactants led to higher process yields. The laser diffraction
technique applied in aqueous medium revealed that the particles tend to agglomerate, but
when subjected to a force they deagglomerate into small particles with submicrometric size.
The small size, around 1 pum, was also observed by scanning electron microscopy.
Interaction between the raw materials in the spray-dried powders was verified by calorimetric
analysis, through the disappearance of the drug peak. Thus, it was possible to confirm that
dexamethasone submicrometric particles were obtained by vibrational atomization (Nano
Spray Dryer) from organic solution. The type of solvent and surfactant influenced the process
yield.

Keywords: Nano Spray Dryer, vibrational atomization, dexamethasone, organic solution,

submicrometric particles, ionic surfactants.
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5. CAPITULO II- OBTENCAO DE PARTICULAS SOLIDAS DE
BUDESONIDA POR NANO SPRAY DRYER® DESTINADAS AO
TRATAMENTO DA ASMA

“Particulas sélidas de reduzido didmetro aerodindmico contendo budesonida

preparadas por Nano Spray Dryer destinadas ao tratamento da asma” que sera
submetido a um periédico a ser definido.






As paginas 77 a 103 desta Dissertacdo referem-se ao manuscrito.

Resumo

A asma é uma doenca crénica inflamatéria causada por uma complexa interacao do
meio ambiente com fatores genéticos. A budesonida (glicocorticoide) é considerada
um dos agentes terapéuticos mais valiosos para o tratamento da asma. O
tratamento utilizando a via pulmonar apresenta ainda alguns desafios a serem
vencidos como aumentar a quantidade de farmaco que atinge os brénquios e
alvéolos ou melhorar a eficiéncia dos dispositivos de entrega dos medicamentos.
Com base nisso, esse trabalho tem como objetivo produzir particulas de budesonida
com reduzido diametro aerodindmico por Nano Spray Dryer a fim de obter uma
melhor deposigdo pulmonar e reduzir o nimero de aplicagdes. A budesonida foi
solubilizada em uma solugéo alcodlica, seguido da adicdo do tensoativo deoxicolato
de sédio (NSD) ou da adicao do deoxicolato de sodio e leucina (NSD LEU). As
particulas foram caracterizadas quanto ao rendimento, teor de umidade, teor de
farmaco, tamanho de particula, morfologia, densidade, perfil de dissolucdo. Analises
térmicas por calorimetria diferencial de varredura também foram conduzidas. As
particulas obtidas apresentaram um tamanho de 1 um, elevado rendimento (acima
de 60%), elevado teor de farmaco (acima de 90%) e baixo teor de umidade (abaixo
de 2 %). O tamanho submicrométrico também pode ser visualizado através da
microscopia eletrébnica de varredura. Apds a determinacdo da densidade das
particulas, que ficou em torno de 0,3 g/cm®, foram determinados os seus diametros
aerodinamicos teéricos que ficaram em torno de 0,5 um. Devido ao seu reduzido
tamanho e elevada éarea superficial, a velocidade de dissolucdo da budesonida
obtida por Nano Spray Dryer foi superior a velocidade de dissolu¢cdo da sua forma
bulk e do produto comercial Busonid®. Com base nas andlises calorimétricas pode-
se concluir que o processo de secagem por aspersao resultou na amorfizacdo das
substancias que antes eram cristalinas. Portanto, pode-se concluir que foi possivel a
obtencao de particulas de budesonida de reduzido diametro aerodindmico por Nano
Spray Dryer com potencial para utilizacdo no tratamento da asma.

Palavras-chave: budesonida, leucina, Nano Spray Dryer, pé seco inalado, reduzido

didmetro aerodinamico, dissolucao.
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5. DISCUSSAO GERAL







De acordo com o primeiro trabalho realizado nessa dissertacdo de mestrado,
a principal conclusdo que pode depreender-se da analise dos resultados
experimentais é que foi possivel a obtencdo de particulas sélidas com tamanhos
submicrométricos através do equipamento Nano Spray Dryer, partindo-se de uma
solucao de farmaco e sem a utilizacdo de adjuvantes de secagem.

Para tal, foram estudados alguns parametros que podem explicar os fatores
que influenciam a obtencdo destas particulas, que para o primeiro capitulo eram
constituidas de dexametasona, o farmaco modelo utilizado no estudo. Com relacéo
a solucdo de alimentacdo, foi demonstrado que o tipo de solvente utilizado
influenciou no rendimento do processo em razao das suas viscosidades diferentes.
A solucgao preparada a partir do solvente mais viscoso (2-propanol) foi a que teve o
menor rendimento de processo, 0 que concorda com outros relatos da literatura
(RABBANI, 2005). Por outro lado, o tipo de tensoativo utilizado (aniénico, catiénico e
nao iénico) ndo influenciou na viscosidade da solugéo.

Resultados semelhantes foram observados para a tensao superficial, onde o
tipo de solvente foi o fator que demonstrou maior influéncia. A solucdo contendo
acetona foi a que apresentou o maior valor de tensao superficial. Dados da literatura
demonstram que reduzindo a tensado superficial da solucao é possivel facilitar a
passagem da solugao através dos poros da membrana (SCHMID et al., 2010), o que
poderia resultar num aumento no rendimento do processo. Entretanto, ao contrario
que do que se havia postulado, a solucdo contendo acetona apresentou a maior
tensao superficial e o maior rendimento de processo. Assim, foi levantada a hip6tese
de que o tipo de tensoativo pudesse ter uma maior influéncia no rendimento,
considerando a forma de separacdo das particulas do ar de secagem. Diferentes
tensoativos foram adicionados as solucdes de partida com o objetivo também de
reduzir a tensao superficial. Essa reducéo foi mais pronunciada para as solucdes
contendo o tensoativo LSS (lauril sulfato de so6dio), cujos pds apresentaram os
maiores rendimentos.

Portanto, o fator mais determinante no rendimento do processo néo foi a
viscosidade e nem a tensdo superficial da solucdo, mas sim o tipo de tensoativo
utilizado. Com base no desenvolvimento do equipamento, o cilindro coletor possui

cargas no seu interior que ao serem submetidas a um campo elétrico promovem a
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atracdo das particulas. A presenca de tensoativos com carga (tanto catiénicos
quanto anibnicos) facilitou esse processo de atracao e promoveu 0S maiores
rendimentos, confirmando uma das hipoteses inicias do trabalho.

Com relacao as analises de tamanho tanto por difratometria de laser quanto
por microscopia eletrénica de varredura, foi observado que as particulas primarias
obtidas possuem um diametro muito reduzido e em torno de 1 um, mas que ao
serem dispersas em agua tendem a se aglomerar devido ao seu reduzido diametro.
As forgas coesivas para particulas com tamanhos muito reduzidos sdo bem maiores
que para particulas com tamanhos superiores (WEILER et al., 2010). Particulas com
reduzido tamanho tendem a formar um aglomerado muito estavel e precisam ser
submetidas a um estresse mecénico para desglomerar (WEILER et al, 2010).
Assim, os pdés foram redispersos e submetidos a agitacdo no dispersor do
equipamento para a andalise de tamanho em funcdo do tempo. Este protocolo
demonstrou que utilizando a agitacdo mecanica é possivel desfazer os aglomerados,
recuperando o comportamento das particulas primarias.

Esses dados foram confirmados pela andlise do percentual de particulas que
possuiam tamanhos acima e abaixo de 1 um no inicio e no final de duas horas do
processo de agitacdo. No inicio do processo os pos contendo P188 em acetona
(SD3), CTAC (SD5) e P188 (SD6) em etanol eram os Unicos que possuiam mais de
95% da sua populacdo de particulas com tamanhos inferiores a 1 um; ap6s duas
horas de agitacao, todos os pds passaram a apresentar mais de 90% das particulas
com tamanho inferior a 1 um, com excecao do pé CTAC em isopropanol (SD9) que
nao desaglomerou.

A idéia de utilizar essas particulas sélidas obtidas por Nano Spray Dryer para
administracdo de farmacos através da via pulmonar foi devido ao tamanho de
particula obtido. Quando iniciamos o trabalho, o objetivo era obter particulas unicas
e exclusivamente nanométricas, porém nao foi o que obtivemos, visto que também
estdo presentes particulas com tamanhos acima de 1 um. Com base neste
resultado, delineamos a etapa seguinte (Capitulo 2) visto que essas particulas
apresentariam um tamanho adequado para serem administradas pela via pulmonar.

A budesonida é um glicocorticéide utilizado no tratamento da asma, e por

possuir baixa biodisponibilidade oral, elevado metabolismo de primeira passagem e
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elevada taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas sua administracéo é feita pela via
pulmonar. Para serem administrados pela via pulmonar, as particulas devem ter um
didmetro aerodindmico compreendido entre 1 e 5 um, mas mesmo com esse
reduzido didmetro, sabe-se que somente de 10 a 15% das particulas conseguem
atingir o pulmao (RASENACK et al., 2003; EL-GENDI et al., 2009), as demais se
depositam no trato orofaringeo.

Com base nisso e nos conhecimentos ja adquiridos com o trabalho anterior
foram produzidas particulas de budesonida com reduzido didmetro aerodinamico por
Nano Spray Dryer. A solugdo a ser convertida em particulas sélidas foi constituida
por farmaco, leucina e tensoativo anidnico deoxicolato de sédio, visto que no
trabalho anterior foi verificado que a presenga de tensoativos que possuiam carga
levava a uma melhor formacao das particulas, com maior rendimento. A proporcéao
de farmaco:tensoativo (10:1 p/p) também ja havia sido estabelecida no trabalho
anterior e néo foi alterada.

Como ja esperado, os rendimentos foram elevados e acima de 60% e o teor
de fa&rmaco se manteve acima de 90%. Durante o processo de secagem nao foi
observada perda significativa de pd que se aderia ao spray cap do equipamento,
como aconteceu com os pos de dexametasona, sendo que esse fator deve ter
contribuido para o aumento no teor.

Com relagéo ao tamanho de particula, diferentemente do trabalho anterior, os
pds foram analisados através da técnica de difratometria a laser, porém utilizando
também a via seca do equipamento. A idéia inicial foi obter particulas sélidas para
serem administradas pela via pulmonar utilizando dispositivos inalatérios, portanto
esse tipo de andlise teve importancia fundamental. O tamanho das particulas apés a
redispersdo a seco foi em torno de 1 um, tanto para o p6 com ou sem leucina.
Entretanto, quando os pés foram colocados no meio dispersor contendo agua, foi
novamente observado o comportamento de aglomeracao das particulas.

Como requisito importante na determinacdo do didmetro aerodindmico das
particulas, também foi realizada a determinacdo da densidade (bruta e de
compactacdo). As particulas foram obtidas com valores de densidade de
compactacdo em torno de 0,28 g/cm?®. De acordo com dados da literatura, podemos
considerar essas particulas como sendo de elevada densidade, visto que ha
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particulas descritas na literatura como tendo densidade de 0,02 g/cm®. A presenca
de etanol em elevadas proporgdes pode ter resultado em particulas com densidades
superiores, como ja foi descrito na literatura (BOSQUILLON et al., 2004b; RABBANI
et al., 2005).

Essa elevada densidade teve uma influéncia significativa no diametro
aerodinamico. Considerando que as particulas obtidas possuem um diametro
geométrico muito baixo, e se a densidade fosse baixa também, esse valor de
diametro aerodindmico ficaria reduzido demais. O didmetro aerodindmico obtido
ficou em torno de 0,5 e 0,65 um para os pés SD e SD LEU, respectivamente.
Embora tendo ficado abaixo dos valores mais comumente utilizados na literatura,
alguns autores também aceitam essa faixa inferior de tamanho, que vai de 0,5 a 5
um. Com esse valor de diametro aerodindmico inferior pretende-se avaliar
futuramente se as particulas irdo realmente se depositar de forma mais efetiva no
trato respiratério.

Alteracdes na velocidade de dissolucdo da budesonida através de
experimento realizado em sacos de dialise também puderam ser observadas. A
budesonida obtida por Nano Spray Dryer se solubilizou de forma mais rapida que a
budesonida (matéria-prima) e a comercial (Busonid®). Visto que a budesonida é um
farmaco muito hidrofébico, esse achado € de grande relevancia para um possivel
aumento da biodisponibilidade e consequentemente melhora no tratamento da
asma.

Provavelmente o fator que mais influenciou no processo de dissolucao do
farmaco esteja relacionado com os constituintes da formulagdo, que estédo
relacionados com o processo de desaglomeracdo e tamanho de particula
determinados pela via umida. De acordo com as analises calorimétricas, 0 processo
de secagem por spray drying alterou o estado organizacional dos pés de cristalino
para amorfo, ndo havendo diferenciagéo entre o pé NSD e NSD LEU. Com base na
analise de tamanho de particula utilizando a via seca do difratdmetro a laser, o
resultado obtido para ambos os pds nano spray dried foi muito proximo e em torno
de 1 um; porém quando submetidos a andlise utilizando a via umida desse mesmo
equipamento, os tamanhos de particula foram diferentes. O p6 NSD apresentou um
tamanho em torno de 140 um e o p6 NSD LEU apresentou um tamanho muito
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inferior, em torno de 60 um. Portanto, sugere-se que a leucina, por ter uma leve
acao tensoativa, tenha auxiliado no processo de desaglomeracéao via umida dos pds
NSD LEU e, consequentemente, na velocidade de dissolu¢ao do farmaco.
Finalizando, esse trabalho demonstrou que é possivel utilizar o equipamento
Nano Spray Dryer para produzir particulas sélidas de farmaco com reduzido
didametro, com potencial aplicacdo por diferentes vias, entre elas a via pulmonar.
Além disso, do ponto de vista da aplicacdo pulmonar, as nanoparticulas de
budesonida desenvolvidas neste estudo podem representar uma melhora no
tratamento e eficacia da terapia da asma, que devido ao seu reduzido tamanho,
ficariam retidas em menor proporcao no trato orofaringeo. Estudos utilizando o
Impactador em Cascata, que simula a deposicao de particulas no trato respiratério,
estdo em andamento e sdao de fundamental importdncia para avaliar se essas
particulas com reduzido didmetro aerodinadmico irdo se depositar de maneira mais

efetiva nas vias aéreas inferiores.
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6. CONCLUSOES GERAIS







- O equipamento Nano Spray Dryer se mostrou eficaz na obtencédo direta de
particulas com tamanhos submicrométricos, partindo-se de solucbes de farmaco

contendo tensoativos.

- O tipo de solvente e de tensoativo utilizados influenciou em pardmetros como
viscosidade e tensao superficial, que de forma indireta influenciam no rendimento do
processo. A presencga de tensoativos com carga, tanto aniénica quanto catiénica, foi
o fator crucial na obtencdo de particulas com elevado rendimento, visto que o
cilindro coletor possui cargas no seu interior que ao serem submetidas a um campo

elétrico promovem a atracao das particulas recém-formadas.

- Os pos foram obtidos com reduzido teor de umidade (abaixo de 2%), elevados
teores de farmaco (acima de 80% para os pds de dexametasona e acima de 90%
para os pos de budesonida). As particulas foram obtidas com valores de densidade

de compactagdo em torno de 0,3 g/cm®.

- Com relacado a anadlise de tamanho por difratometria a laser, apés redispersao
aquosa as particulas tendem a se aglomerar devido ao seu reduzido tamanho, mas
ao serem submetidas a um processo de agitacédo, tendem a desaglomerar (mais de
90% das particulas passam a ter diametro inferior a 1um). Esse processo de

aglomeracao nao ocorre a seco, utilizando o mesmo principio de medida.

- Os pos obtidos foram visualizados por Microscopia Eletrénica de Varredura, onde
foi observado que as particulas primarias possuem diametros em torno de 1um e
que se encontram na forma de aglomerados. As particulas apresentaram diferentes

formatos, sendo algumas esféricas e outras no formato donut.

- A andlise calorimétrica demonstrou que houve interagdo entre o farmaco e os
demais constituintes das particulas visto que houve uma reducdo na entalpia de
fusédo do farmaco para os pds secos por aspersao no Nano Spray Dryer. O processo
de producao de particulas sélidas pelo Nano Spray Dryer resultou, em parcial, na

amorfizacado do farmaco, que antes era cristalino.

115



- Através do experimento de dissolu¢gdo empregando a técnica dos sacos de dialise
pode-se perceber que os constituintes do p6 influenciaram na taxa de dissolugdo da
budesonida em comparagdo com a sua forma bulk e o produto comercial (Busonid®)

por facilitar a desaglomeragéo quando esses pos sao colocados em meio aquoso.

- Particulas submicrométricas de budesonida, com reduzido didmetro aerodinamico
(em torno de 0,5 um), foram produzidas, com potencial aplicacdo no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo pulmonar de farmacos para o tratamento

da asma.
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7. PERSPECTIVAS







Avaliacao do perfil de deposicao pulmonar das particulas utilizando o
Impactador em Cascata de Andersen (ACI- sigla em inglés)

O Impactador em Cascata de Andersen (Figura 3) € um equipamento utilizado
para avaliar o grau de distribuicdo das particulas a partir do fluxo gerado pelos MDI
(medidor de dose individual) e DPI (p6s secos inalatorios) quando sao aspirados e
entram em contato com o trato respiratério. O equipamento é subdividido em 7 ou 8
estagios (depende do modelo) que simulam o trato orafaringeo e respiratério, sendo
que cada estagio contém um disco e uma placa que retém particulas com tamanhos
especificos. As particulas ficam depositadas nos discos e placas do equipamento de
acordo com a sua distribuicido de tamanho, sendo que cada disco contém um
tamanho de poro especifico.

O equipamento foi desenvolvido de modo tal que a medida que o fluxo de
aerossol passa através de cada fase, particulas com inércia suficiente terdo um
impacto sobre o prato de coleta, enquanto as particulas com inércia insuficiente
(menores) seguirdo as linhas da corrente de ar e passardo a fase seguinte
impactacgao.

Os 8 estagios correspondem aproximadamente as varias partes do sistema
respiratério humano (Figura 4), como segue:

e Estagio 0: 9,0 — 10,0 um

e Estagio 1: 5,8 — 9,0 um

e Estagio 2: 4,7 — 5,8 um (faringe)

e Estagio 3: 3,3 — 4,7 um (traquéia e brénquios primarios)
e Estagio 4: 2,1 — 3,3 um (brébnquios secundarios)

(
(
(
e Estagio 5: 1,1 — 2,1 um (bronquiolos terminais)
e Estagio 6: 0,7 — 1,1 um (alvéolos)

(

e Estagio 7: 0,4 — 0,7 um (alvéolos)
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Figura 3. Impactador em Cascata de Andersen com 8 estdgios ja com porta de

inducéo e atuador acoplados.

Figura 4. Grau de distribuicdo das particulas no trato respiratério simulado pelo

equipamento ACI de acordo com o tamanho de abertura de cada poro do disco.
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Apés a deposicao, segue-se a fase de extracdo e quantificacdo sendo que a
quantidade de farmaco depositada em cada estagio devera ser quantificada de
acordo com método especifico.

Portanto, como perspectiva de continuidade do trabalho, pretende-se avaliar o
grau de deposicao das particulas dos p6s NSD e NSD LEU obtidas por Nano Spray
Dryer. As andlises serdo realizadas em triplicata e o resultado expresso como o
percentual médio de massa depositada em cada estagio, que representa a
deposicao pulmonar. Serdo pesados 2 mg de cada pé em uma capsula gelatinosa
de tamanho numero 2. O fluxo de ar utilizado sera de 28,3 L/min (que corresponde a
uma pressao de 4 KPa) durante um processo que simula a inspiracao por 2,5 s
representando a capacidade inspiratéria normal de um homem adulto de 70 kg que é
de 4L. O atuador sera utilizado para liberar o pé para dentro do equipamento, sendo
que a capsula deve ser perfurada segundos antes do processo que simula a
inalagao.

O farmaco depositado nos diferentes niveis sera extraido com o solvente
apropriado, levado ao ultrassom e diluido a volumes apropriados para ser analisado
por CLAE e quantificado de acordo com o método descrito previamente. O poé
depositado no mouthpiece e na porta de inducdo também sera quantificado
juntamente com o estagio zero. O pd depositado no estdgio 1 corresponde a
quantidade depositada na boca e garganta. A massa de p6 depositada a partir do
estagio 2 até o filtro do equipamento é chamada de FPD (da sigla em inglés, dose
de particulas finas) e a razdo da soma dessas massas dividida pela massa inicial de
pd expressa em porcentagem é chamada de FPF (da sigla em inglés, fracdo de
particulas finas) (GERVELAS et al.; 2007). Para fins comparativos, o grau de
deposicdo do produto comercial Busonid® também sera avaliado.

Cabe ressaltar que o nosso grupo de pesquisa recentemente adquiriu um
Impactador de Cascata de Andersen, sendo que o equipamento ja se encontra

instalado e disponivel para as analises.
Avaliacao da toxicidade pulmonar in vivo

Apébs a obtencdo e caracterizacao das particulas de budesonida produzidas

por Nano Spray Dryer (NSD e NSD LEU) para o tratamento da asma, torna-se
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imprescindivel avaliar a sua toxicidade. A andlise do fluido de lavagem
broncoalveolar (FLBA) € um método efetivo para a deteccao de resposta inflamatéria
pulmonar, o qual permite amostrar células e componentes bioquimicos do trato
respiratério inferior (HENDERSON et al., 1985), sendo considerada um dos métodos
mais descritos na literatura  para a identificacdo de agentes citotoxicos
(HENDERSON, 2005; HUSSAIN e AHSAN, 2005).

O aumento de proteinas e um influxo de neutréfilos (polimorfonucleares) séo
as alteragcées no FLBA mais sensiveis de uma resposta inflamatéria (HENDERSON
et al., 1985). Portanto, podem-se detectar mudancgas na permeabilidade do epitélio
pulmonar através da determinacdo da concentracdo de proteinas totais. Substancias
inaladas podem afetar a barreira epitelial pela abertura das jungdes celulares ou pelo
aumento da permeabilidade da membrana celular. Além disso, o FLBA pode ser
estudado quanto ao numero de células, presenca de enzimas indicadoras de dano
celular, tais como desidrogenase lactica (DHL), fosfatase alcalina (FA) e
Nacetilglucosaminidase (NAG), bem como quanto aos niveis de citosinas,
interleucinas e 6xido nitrico (HENDERSON, 2005).

Essa analise se torna importante porque as formulagdes contém um
tensoativo anibnico, e sabe-se que os tensoativos aumentam o transporte
paracelular e transcelular de farmacos devido a perda das juncdes entre as células
ou devido a solubilizacao dos componentes da membrana celular (LIU et al., 1999),
logo podem causar algum dano.

A DHL é uma enzima citoplasmatica que atua como catalisador na oxidagéao
de L-lactato a piruvato e esta presente na maioria dos tecidos do corpo humano.
Quando ocorre morte celular, esta enzima é liberada para o meio extracelular. Deste
modo, niveis extracelulares aumentados de DHL estdo relacionados com dano e
morte celular (KRUGTEN et al., 1996).

A determinacdo da concentracédo de proteinas totais no fluido broncoalveolar
€ outro importante indicador de integridade celular, pois, frente a um agente irritante,
proteinas podem ser liberadas no espaco alveolar devido a perda da integridade da
barreira epitelial alvéolos-capilares (ZHANG et al., 1996). Estudos com animais tém
demonstrado que a avaliagdo do teor de proteinas totais € um marcador sensivel
para inflamacao (HUSSAIN e AHSAN 2005).
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