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RESUMO

Muitas doencas ainda nao possuem um tratamento adequado, como a
tuberculose e diversos tipos de o cancer. Os tratamentos complexos e
demorados e os efeitos colaterais severos diminuem a adesdo dos pacientes
ao tratamento, levando a baixas taxas de cura, reincidéncia e/ou agravamento
da doenca. Com isso, novas abordagens para o diagndstico e tratamento sdo
necessarias. A inalacdo de pdés-secos para acao local pulmonar de agentes
bioativos (AB) e para absorcdo sistémica € uma via promissora devido a
fisiologia pulmonar ser uUnica. Os sistemas de liberacdo controlada vém
atraindo o interesse da Industria Farmacéutica, pois permitem a liberacdo de
AB, como farmacos, proteinas e DNA, a uma taxa apropriada e/ou diretamente
no seu sitio alvo de acdo. Os sistemas baseados em poliésteres alifaticos,
como o poli(acido latico-co-acido glicdlico) e a policaprolactona, séo
biocompativeis e biodegradaveis, pré-requisitos para serem usados na area
biomédica. Dentre os métodos de obtencdo de pds secos com esferas de
poliésteres carregados com agentes bioativos, o spray drying € muito utilizado,
pois permite a producdo de particulas de poliésteres carregados com agentes
bioativos hidro e lipofilicos, termosensiveis ou ndo, de maneira reprodutivel e
em larga escala. Pode ser utilizado com a funcédo primaria de obtencédo de
agentes bioativos encapsulados em esferas poliméricas e finalistico, que
permite a obtencdo de nano-agregados, nanoparticulas poliméricas carregadas
com agentes bioativos agregados com auxilio de excipientes. A caracterizacdo
fisico—quimica das particulas, as propriedades de fluxo e o comportamento
aerodinamico do po6-seco sdo determinados para que o p6-seco inalado atinja o

local adequado e exerca a funcéo desejada.

Palavras chave: Poliésteres alifaticos, Sistemas de Liberacdo Controlada,

Spray Drying, Pés-Secos, Inalacéo.
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ABSTRACT

Several pathologies, like tuberculosis, and cancer, don’t have an adequate
treatment yet. Long and complex treatments with severe toxic collateral effects
decrease the patients’ adhesion to the treatment, causing low rates of cure,
relapse and/or the worsening of the disease. Therewith, new approaches to
diagnosis and treatment are needed. Dry powder inhalation for local pulmonary
action of bioactive agents and for systemic absorption is a promising route,
because of its unique physiology. Drug delivery systems are attracting the
interest of Pharmaceutical Industry, because it allows the delivery of bioactive
agents, such as drugs, proteins and DNA, in an appropriate rate and/or directly
in the site of action. The aliphatic polyesters systems, like poly(lactic acid-co-
glycolic acid) and polycaprolactone, are biocompatible and biodegradable, pre
requisites for being used in the biomedical field. Among dry powder production
methods, spray drying is widely applied because allows production of
thermosensitive hydro and lipophilic bioactive agents loaded polyester particles
in a reproducible way and in industrial scale. Spray drying can be used in a
primary function to production of polymeric particles loaded with bioactive
agents and in a finalistic function, that permits nano-aggregates, bioactive
agents loaded polymeric nanoparticles aggregated with excipients. Physical-
chemical characterization of particle, flow properties and aerodynamic behavior
of dry powders are determined in order to inhaled dry powder reach adequate
place and performs the desired function.

Key words: Aliphatic polyesters, Controlled Drug Delivery Systems, Spray
Drying, Dry powder, Inhalation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Via Pulmonar

11

A via inalatoria € utilizada para o tratamento de doencas, principalmente as que

acometem os pulmdes, através da administracdo de agentes bioativos (AB)

formulados diretamente nas vias aéreas por inalacao.

O sistema respiratério € um sistema Unico no organismo e pode ser visto como

uma serie de passagens que se originam na cavidade nasal e terminam nos

sacos alveolares. E dividido em vias aéreas superiores, que contemplam a

cavidade nasal, faringe e laringe e as vias aéreas inferiores, que comecam na

traqueia e terminam nos sacos alveolares (Figura 1).

Vias aéreas superiores

Cawvidade nasal

Faringe

Laringe

Vias aéreas inferiores

r' T

Traquéia

Brénquio principal

Pulmio

—_————

Figura 1 - Esquema da

(http://nilson01.files.wordpress.com/2010/05/sistema-respiratorio.jpg).

divisao

do

sistema

respiratério
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Os varios niveis das vias aéreas inferiores podem ser categorizados em zonas
condutivas (da traqueia aos bronquiolos terminais), simplificadamente tendo a
funcdo apenas de conducdo do ambiente externo para a zona respiratéria (dos
bronquiolos respiratérios aos sacos alveolares), que realizam a troca gasosa.
Na parede dos alvéolos, estdo presentes os capilares pulmonares e para que
as particulas sejam absorvidas, devem atravessar a barreira hemato-aérea,
composta pelo epitélio alveolar, endotélio capilar e as membranas basais,
distancia de aproximadamente 500 nm. A grande area superficial proporciona
uma grande area de absorcédo para a administracdo de aerossois por inalacao
(HICKEY, 2003).

O epitélio que separa o lumen da via aérea das estruturas subepteliais reveste
a superficie do limen das vias respiratérias e é constituido por uma camada de
células conectadas por tight junctions, que limitam a penetracdo das particulas
inaladas pela rota intercelular. Em algumas patologias, o epitélio esta
danificado e permite uma maior penetracdo das substancias presentes no
limen. Nas zonas condutivas, as células séo ciliadas e cobertas por muco, que
atuam impedindo a desidratacdo das células epiteliais, promovendo a
saturacdo do ar com agua, impedindo a colonizagcdo por microorganismos e
protegendo contra xenobidticos ou substancias quimicas. O movimento
coordenado (escalador mucaociliar) dos cilios impulsiona o muco para as vias
aéreas superiores e faringe, onde o muco é deglutido ou ejetado. Portanto, o
muco é uma barreira que deve ser ultrapassada para a penetracdo efetiva de
particulas. A hipersecrecdo do muco e deficiéncia ciliar (bronquite e fibrose
cistica) afetam a atividade terapéutica do farmaco inalado devido ao aumento
da espessura da camada de muco, através da qual o farmaco deve ultrapassar

para atingir o alvo de acao e exercer o efeito terapéutico (HICKEY, 2003).

Nos alvéolos, estao presentes as células de defesa, os macréfagos alveolares,
gue se localizam no intersticio e no lumen superficial do alvéolo. Os
macrofagos fagocitam e degradam enzimaticamente, quando possivel,
substancias estranhas, particulas e microorganismos presentes no alvéolo, e
depois permanecem no alvéolo, migram para o escalador mucociliar, ou para o
tecido linfatico. Os fatores fisiolégicos citados influenciam tanto a deposi¢ao do

aerossol na via aérea, como a extensao da absor¢édo (HICKEY, 2003).
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Devido a essas caracteristicas impares, os pulmdes podem ser Uteis para a

inalagcdo de aerossois de dois modos:

e A grande éarea capilar alveolar dos pulmdes (~1000 m? permite uma
absorcdo répida e efeitos farmacolégicos comparados a velocidade da
injecdo intravenosa. No caso dos pos e granulados, o tamanho das
particulas determina a extensdo da penetracdo nas regides alveolares e a
solubilidade, a extensao da absorcao.

e A liberacdo de farmacos localmente permite o tratamento de diversas
doencas que acometem os pulmdes sem precisar de liberacdo sistémica dos
ABs.

A vantagem da via inalatéria se deve a capacidade do p6 contendo o AB
inalado atuar diretamente no local de agdo, mecanismo chamado de

vetorizagao/direcionamento (targeting).

A terapia inalatoria, especialmente para asma e bronquite, € realizada com
sucesso ha algum tempo. As vantagens da terapia inalatéria para acdo local no
trato respiratério sao:

Auséncia de efeitos colaterais sistémicos com as concentracdes

adequadas do AB para a atividade terapéutica;

e Depuracdo lenta do sitio de acdo comparando-se com a depuracao
sistémica,

e Ativacdo do pré-farmaco no local de acao;

¢ Inativacdo do farmaco antes da liberagc&o na circulagéo sistémica.

Além da terapia local vetorizada, a grande area capilar alveolar dos pulmdes
com aproximadamente 100 m? também vem sendo explorada, j4 que permite
uma absorcdo ampla e rapida e efeitos farmacolégicos sistémicos do AB
evitando o metabolismo pelo efeito de primeira passagem. Essa abordagem
vem cada vez mais sendo estudada, por exemplo, para o tratamento da dor
com analgésicos quando uma acdo rapida é necesséria e também para a
entrega de peptideos e proteinas que possuem seu uso limitado devido a

rapida degradacéo desses agentes pela via oral (HICKEY, 2003).
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Os poés-secos sdo inalados como aerossois para o pulmao a partir de trés
sistemas: inaladores dosimetrados (metered dosage inhalers - MDIs),
inaladores de pdés-secos (dry poder inhalers - DPIs) e nebulizadores. Esses
sistemas de inalacdo sdo usados para o tratamento de asma, desordens
brénquicas e infec¢cdes que requerem uma distribuicdo adequada do aerossol
inalado nas vias respiratérias. A nebulizacdo de suspensdes particuladas é a
mais usada para a via inalatoria devido a formulacdo simples, porém apresenta
as desvantagens de baixa eficiéncia, longo tempo de tratamento, baixa
estabilidade e n&do serem portateis. Os DPIs sdo portateis, rapidamente
administrados, maior eficiéncia de entrega do p6 e maior estabilidade durante
acondicionamento (KHO, 2010). A desvantagem é a necessidade de
coordenacao entre ativacao/inspiracdo para uma dosagem adequada. Os MDIs
possuem a vantagem de serem mais baratos e portateis e uma boa deposicéo,
sem a necessidade de coordenacdo entre ativacao/inspiracdo. Nos MDIs, os
pbés-secos sdo embalados sob pressdo com um géas propelente e ingredientes
terapeuticamente ativos que séo liberados apdés a ativacdo de um sistema
apropriado de valvulas, na forma do chamado pé aerossol. Os pds-secos séo
administrados pela via inalatoria através do sistema respiratério nasal e oral
tanto para o efeito local quanto para o efeito sistémico. A inalacdo é realizada
com auxilio de um inalador, dispositivo por meio do qual um medicamento pode

ser administrado por inspiracdo através do nariz ou da boca.

A passagem do AB do sistema inalatério até o seu sitio de acgéo, isto &, o
comportamento dessas particulas in vivo é governado por diversos fatores, que
podem ser divididos em: (i) fisicos, que determinam a deposi¢édo do farmaco da
boca até a superficie do lumen; e (ii) farmacocinéticos, que influenciam na
extensdo da passagem do AB para a célula/tecido alvo ou grau de absorc¢éao.
Os possiveis destinos do aerossol administrado sdo mostrados na figura 2.
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Via Central Alvéolo

Limen —e

Aerossl Aerosol

Limen — s
Macrdfago —

Muco ———iy:
Cilio LAY

Epitélio —-m

Surfactante

Epitélio

Intersticio —a Linfatico

Endotélio—€

Sangue

Vaso sanguineo
Submucosa —s
Misculo liso -

Figura 2 — Possiveis destinos do po6 inalado. Na via central, o AB pode interagir com 0 muco
(1); remocéo pelo sistema mucociliar (2); biotransformacdo ou complexacdo com algum
componente epitelial (3); remogéo pode por difusdo antes de atingir alvo (4). Nos alvéolos, o
AB pode sofrer diluigdo e difusdo pelo surfactante pulmonar (1); capitacdo pelos macrofagos
(2); difusao pelo intersticio e remocéo pelo sistema linfatico (3); biotransformacédo por enzimas
das células endoteliais pulmonares (4) (HICKEY, 2003).

De todo o p6 administrado por inalacdo, apenas de 2-10% se deposita nos
pulmdes, enquanto que 90% se depositam nas vias aéreas superiores e boca,
onde é deglutido. Portanto, a obtencdo de pds-secos para inalagdo com as
propriedades apropriadas devem gerar uma deposicdo adequada nas vias
aéreas, capitacdo/penetracdo pelo tecido/célula alvo (local de acao),
penetracdo no epitélio pulmonar (quando acdo sistémica for desejada) e um

perfil de liberacdo adequado.

Muitas vezes, 0s poés-secos submetidos a inalacdo contém além do AB,
excipientes para melhorar suas propriedades fisico-quimicas, como manitol,
lactose, leucina e diversos outros, que auxiliam nas propriedades de fluxo,
deposicdo, uniformidade de dosagem, protecdo do pd contra a humidade e
liberacdo controlada do farmaco. Por isso, o po6-seco fabricado deve ser
caracterizado para a determinacdo de suas propriedades fisico-quimicas e

consequentemente prever como o inalado se comportard apés a administracao.
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1.2. Sistemas de Liberacao

O tratamento de diversas patologias € limitado devido a instabilidade dos ABs
em determinado meio ou processo, aos efeitos colaterais toxicos, aos
problemas de solubilidade e permeabilidade, alta dosagem, acdo néo
especifica, pequena meia vida, a dificuldade de serem formulados
corretamente, levando a tratamentos complexos e demorados. Essas
limitacbes sdo um grande entrave enfrentado pela industria farmacéutica,
resultando em baixas taxas de cura e podendo ainda levar a reincidéncia e/ou
agravamento da doenga. Como exemplo, temos o tratamento longo e complexo
da tuberculose, os efeitos colaterais téxicos dos ABs utilizados para o
tratamento de muitos tipos de cancer, a instabilidade de proteinas, DNA, RNA e
peptideos no trato gastrointestinal. Devido aos problemas envolvidos no
tratamento dessas doencas, se faz necessario novas abordagens que
permitam tratamentos mais eficientes (PARVEEN, 2011).

A liberacdo controlada de ABs é um campo de pesquisa intrigante que vem
atraindo o interesse de pesquisadores ha décadas. A liberacdo controlada de
AB pode ser definida como o processo de liberagdo de um AB a uma taxa
especifica e/ou em um local especifico. Além disso, o campo de liberacdo de
ABs também atrai a atencdo da Industria Farmacéutica, pois oferece uma
ferramenta estratégica para expandir o mercado, isto é, esses novos sistemas
de liberacdo podem repaginar ABs classicos, oferecendo uma vantagem
competitiva mesmo apds a expiracdo de patentes e evitando a competicao com
0s genéricos. No cenario atual, porém, a liberacdo de ABs vetorizados a um
local especifico (targeting) e com uma taxa de liberacdo programada é uma
limitacdo enfrentada pela Industria Farmacéutica que deve ser superada para
que seja possivel explorar milhares de agentes terapéuticos que possuem uso

limitado pela falta de um sistema de liberacéo efetivo e seguro.

A utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada® permite transportar ABs mais

eficientemente que os do passado, aumentar a adesdo do paciente ao

' 0 nome Sistema de Liberagdo de Farmacos é traduzido do inglés “Drug Delivery System” e serd o nome
utilizado para designar os sistemas de liberacdo. Durante o texto, o termo “sistema de liberacdo de
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tratamento, estender o ciclo de vida do produto, diferenciar o produto e reduzir
custos com a saude (PARVEEN, 2011).

Dependendo da via de administracéo, a indicagdo terapéutica, a propriedade
do AB e muitos outros aspectos, varias estratégias podem ser desenvolvidas
para uma liberacdo bem sucedida. Como o principal aspecto de qualquer
terapia é sua eficacia e seguranca, primeiramente, a concentragdo do AB deve
ser suficientemente alta no local de acdo para haver o efeito terapéutico, mas
ao mesmo tempo néo téo alta a ponto de causar os efeitos colaterais toxicos,
isto €, a concentracdo do AB deve ser essencialmente constante dentro da
janela terapéutica. Segundo o livro de Vocabulario Controlado de Formas
Farmacéuticas, Vias de Administracdo e Embalagens de Medicamentos da
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2011), os tipos de liberacdo podem

ser divididas em trés modos (Figura 3):

b = Primeira administragdo
8)=Administragoes subsequentes

Nivel Toxico

Janela

Y _- \ Terapéutica

RN PN SR, S
+ Menor nivel
% terapéutico

[Farmaco]

Tempo

Figura 3 — Curva hipotética mostrando a concentracao do farmaco em funcao do tempo em um
sistema convencional (pontilhada); um sistema de liberacdo prolonga ou sustentada (cheia); e

um sistema de liberacédo retardada ou adiada (vermelha).
o Liberacdo imediata: tipo de liberagdo de formas farmacéuticas que nao

sao modificadas intencionalmente por um desenho de formulacao especial e/ou

meétodo de fabricacéo;

farmacos” serd utilizado muitas vezes, mesmo quando forem para identificar sistemas de liberagdo de
outros agentes bioativos, como proteinas, acidos nucléicos ou peptideos por exemplo.
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o Liberacdo prolongada ou sustentada: tipo de liberacdo modificada de
formas farmacéuticas que permite pelo menos uma reducao na frequéncia de
dose quando comparada com o medicamento apresentado na forma de
liberagdo imediata. E obtida por meio de um desenho de formulagdo especial
e/ou método de fabricagéo.

o Liberacéo retardada ou adiada: tipo de liberacdo modificada de formas
farmacéuticas que apresenta uma liberacdo retardada do principio ativo. A
liberacdo retardada € obtida por meio de um desenho de formulagdo especial
e/ou método de fabricacdo. As preparacdes gastrorresistentes s&o
consideradas formas de liberacdo retardada, pois sdo destinadas a resistir ao

fluido géstrico e liberar o principio ativo no fluido intestinal.

A liberacéo controlada de farmacos direcionada para um local de liberagcéo é
chamada de liberacdo vetorizada (targeting), isto é, quando o sistema é
desenhado para que a liberacdo do farmaco seja realizada
diretamente/exclusivamente em algum alvo, que p de ser uma célula, tecido ou
regido (ALLEN, 2011). A vantagem dessa abordagem é a capacidade de
diminuir os efeitos toxicos associados ao farmaco nos tecidos/células
saudaveis pela liberacdo do AB apenas nos tecidos/células doentes. A
vetorizacao buscando controle espacial do AB (liberacdo vetorizada / targeting)
pode ser atingida com a combinacado das propriedades fisico-quimicas (quimica
de superficie e tamanho das particulas, por exemplo) aproveitando-se das
caracteristicas fisioldgicas do alvo (direcionamento passivo) e a utilizacdo de
moléculas direcionadoras (ligantes) (direcionamento ativo), como carboidratos,

acido folico e anticorpos ou sem (PHILLIPS, 2010).

Os sistemas de liberacdo podem melhorar o tratamento de patdégenos
intracelulares, caso da tuberculose, por exemplo, pois essas infeccbes estao
localizadas nos macrofagos alveolares e a maioria dos antibiéticos nédo
atravessa as membranas celulares de maneira adequada, sendo dificil atingir
concentragdes altas no interior das células infectadas (CARRYN, 2003). Nas
doencas pulmonares, como na asma, a vetorizagdo do AB se dé& pela inalacdo
do aerossol que se deposita diretamente no seu local de a¢cdo ndao causando o

efeito toxico, quando o farmaco atinge a circulacdo sistémica, e pode ser
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melhorada com a liberacdo sustentada diminuindo o tempo entre as
administracdes. No caso do cancer, a vetorizacdo também € de interesse para
a liberacdo apenas nos tecidos tumorais e se aproveita muitas vezes dos
impactos fisiolégicos no local do tumor, como o efeito de permeabilidade e
retencdo aumentadas (EPR) ou pela super expressdo de receptores na
membrana celular, diminuindo os efeitos colaterais causados pelos farmacos

antitumorais nos tecidos saudaveis (PARVEEN, 2011).

Uma ampla gama de materiais podem ser utilizados para encapsular ABs para
utilizacdo como sistemas de liberacdo controlada na forma de particulas® os
sistemas poliméricos, como esferas, cépsulas, dendrimeros e micelas; os
sistemas lipidicos, como as particulas lipidicas solidas e os lipossomas; os
sistemas inorganicos, como 0s nanotubos de carbono, silicas e as particulas

magnéticas; dentre outros (Figura 4).

ol ¢ fa
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Particulas Pa.rtic'u!as Particulas lipidicas solidas Lipossomas
inorganicas poliméricas
1 ]
2 / Nanotubos de Dendrimeros
Nanocristais " carbono

Figura 4 - Diferentes sistemas de liberac@o de agentes bioativos ja descritos (FARAJI, 2009).

Atualmente, as nanoparticulas, definidas como particulas coloidais com
tamanhos que variam na faixa entre 10 e 1000 nm, vém atraindo atencao

oferecendo diversas vantagens na liberacdo de AB. Devido ao tamanho

2 , . . . ,

O termo particulas sera utilizada durante todo o texto para as micro- e nanoparticulas quando forem
usadas genericamente. Quando forem usadas de modo especifico, serdo utilizados os prefixos micro e
nano dependendo da faixa de tamanho que se enquadrarem.
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submicrométrico, as nanoparticulas podem passar em tecidos através de
pequenos capilares e serem absorvidas mais eficientemente pelas células,

acessando locais anteriormente inacessiveis.

1.3. Polimeros

Segundo definicdo da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), os polimeros sdo “moléculas de massa molar elevada, cuja estrutura
compreende essencialmente a repeticdo multipla de unidades derivadas,
efetiva ou conceitualmente, de moléculas de baixa massa molar’ (IUPAC,
2014), sendo que as multiplas unidades formadoras sdo denominadas meros e

as moléculas de massa molar baixa sdo denominadas monémeros.

As propriedades Unicas dos polimeros se devem complexidade de sua
estrutura, devido ao seu tamanho, estrutura quimica e interagcbes intra- e
intermoleculares. Os polimeros podem ser de origem natural e sintética com
MM acima de 10® Da e entre 10* e 10° Da respectivamente (MANO, 1999).

H& décadas, sdo liberados pela Food and drug Administration (FDA®) como
excipientes em formulac¢des pela Industria Farmacéutica. Podem ser utilizados
em formas farmacéuticas sélidas (comprimidos e capsulas), liquidas (xaropes)
e semissolidas (geles e cremes), jA que devido a grande variedade de
estruturas quimicas possiveis sdo bastante versateis e podem desempenhar
diversas funcdes. A tabela 1 apresenta alguns exemplos de polimeros usados

na Industria Farmacéutica e suas respectivas funcdes (ROWE, 2009):

Tabela 1 — Exemplos de polimeros usados na Inddstria Farmacéutica e suas respectivas
funcdes (ROWE, 2009).

Polimero Funcéao
o Carreadores de AB em sistemas de liberacao

Poliésteres alifaticos
controlada

% Food and drug administration é o 6rgdo governamental americano responsavel pelo
controle dos alimentos, suplementos alimentares, medicamentos, cosmeéticos,
equipamentos médicos, materiais bioldgicos e produtos derivados do sangue humano.
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o Desintegrante
Polivinilpirrolidona o Agente de suspenséo
o Aglutinante
o Liberagdo modificada
Alginatos o Estabilizante
o Desintegrante
o Bioadesivos
R _ o Agente de liberacdo modificada
Carbbmeros (Acrilatos) N
o Agente emulsificante
o Modificador de reologia
o Adsorvente
o Diluente
Celulose .
. Desintegrante
o Agente de suspensdo
. Espessante
_ . Formador de filme
Quitosana _
o Mucoadesivo
o Agente de revestimento

BN

Os poliésteres alifaticos se destacam devido a sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade, requisitos basicos para utilizacdo de materiais na area

biomédica.

1.4. Poliésteres Alifaticos

Recentemente, os polimeros biomédicos tem atraido atencdo da Industria
Farmacéutica, especialmente os usados como sistemas de liberacao

controlada, como os poliésteres alifaticos.

O termo poliéster se refere aos poliésteres alifaticos, isto €, polimeros que
possuem grupos éster na sua cadeia principal. Os poliésteres alifaticos sdo um

grupo de homo- e copolimeros comercializados com MM de 2.000 Da a mais
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de 10.000 Da, que satisfazem os principais pré-requisitos para serem utilizados
na é&rea biomédica: biocompatibilidade e biodegradabilidade, isto €, s&o
hidrolisados em subprodutos removiveis e nao téxicos, que podem ser

removidos pelas vias metabdlicas.

Séo utilizados como sistemas de liberacdo de AB particulados, pois podem
encapsular AB na matriz polimérica na forma de capsulas ou esferas. O
entendimento dos mecanismos de liberacdo e os processos fisico-quimicos
que influenciam a taxa de liberacdo do farmaco sdo essenciais para o
desenvolvimento desses sistemas de liberagcdo controlada. O termo
“‘mecanismo de liberacdo” pode ser definido como “modo como as moléculas
do AB s&o transportadas ou liberadas” (SANSDRAP, 1997) e/ou como
“descricao do processo ou evento que determina a taxa de liberacdo dele”
(KRANZ, 2000). Os mecanismos que definem como o AB é liberado dos

poliésteres sao apresentados na figura 5.
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Figura 5 — Mecanismos verdadeiros de liberacao: (A) Difusdo através de poros preenchidos
com &gua; (B) Difusdo através da matriz polimérica; (C) Eroséo (FREDENBERG, 2011).

O transporte do farmaco pela difusdo através de poros preenchidos com agua
(A) ocorre principalmente com moléculas grandes e hidrofilicas e ocorre
através da difusdo das moléculas pela diferenca do gradiente de concentracéo.
O transporte do farmaco pela difusdo através da matriz polimérica (B) ocorre
com moléculas hidrofébicas pequenas. O farmaco também pode ser liberado
sem nenhum tipo de transporte, apenas pela dissolugdo do polimero, também
chamada de eroséo (C). Na pratica, a liberacdo é regulada pela combinacéo

desses mecanismos, porém a degradacdo é tida como a mais importante.
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Assim, o controle da taxa de degradacdo da matriz, permite controlar a

velocidade de liberacdo do AB, isto €, quanto mais rapida a taxa de
degradacdo, mais rapida sera a taxa de liberagdo do AB e vice-versa.

A taxa de degradacao (hidrélise) da matriz polimérica é influenciada por
diversos fatores: composicdo quimica (hidro/lipofilicidade), MM média, grau de
cristalinidade (Xc) e temperatura de transicdo de vitrea (Tg) do polimero;
interacdo entre o AB e a matriz polimérica; morfologia e tamanho das particulas

e as condicdes de fabricacao.

Além de controlar a liberacdo do AB, o encapsulamento dos AB também
permitem melhorar a solubilidade e absorcdo, minimizar a degradacéo,
controlar a captacdo/internalizacdo (uptake) por células e tecidos e

direcionar/vetorizar o AB a um local especifico (targeting).

Na figura 5 sdo apresentados os poliésteres alifaticos liberados para a
utilizacdo na Indastria Farmacéutica: os polimeros o poli(acido latico) (PLA),
poli(acido glicélico) (PGA) e a poli(caprolactona) (PCL) e o copolimero

poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA).

0 0
l'l_.--'D-..M -___._.--"'h-..',_ ')
-1 '[ A H-CI’FU\/ -LH
CHa n
Poli(acido lactico) (PLA)  Polifacido glicélico) (PGA)
a U_ — | ) ¥
B ot o i W i

i" L ':_-:' im a1

PD"H.CidD latico-co-acido glicolico) Polilcaprolactona)
(PLGA) (PCL)

Figura 6 — Estrutura quimica dos principais poliésteres utilizados como carreadores de
farmacos para sistemas de liberagdo controlada. Poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicdlico)

(PGA), o copolimero poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), a poli(caprolactona) (PCL).
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1.4.1. Poli(acido latico) (PLA), Poli(acido glicolico) (PGA) e
Poli(acido latico-co-&cido glicolico) (PLGA)

Os polimeros poli(acido lactico) (PLA) e o poli(acido glicdlico) (PGA) e o
copolimero poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA) sao aprovados pelo FDA como
polimeros biodegradaveis e biocompativeis. Dentre os biomateriais, sdo o0s
mais populares e utilizados para obtencdo de carreadores particulados na
liberacdo controlada de AB. Sdo formados pelos mondémeros naturais, acido
glicdlico e acido latico, como no caso do PLA e PGA, e em diferentes razbes

acido latico/acido glicolico como no caso do PLGA.

Esses polimeros degradam por hidrélise (biodegradacédo) e produzem &cido
glicdlico e latico que sdo absorvidos pelo corpo humano. Por isso ndo levam a

formacdo de intermediarios téxicos e sao biocompativeis (MAKADIA, 2011).

Devido ao fato do PLA de elevada massa molar média ser degradado muito
lentamente pelo organismo humano e o PGA ser degradado muito
rapidamente, o uso do copolimero PLGA tem sido uma boa alternativa em
muitas aplicacbes biomédicas (PEREIRA, 2012). Portanto, assim que as
propriedades dos sistemas homopoliméricos (PLA e PGA) foram definidas,
sistemas copoliméricos (PLGA) também passaram a ser utilizados combinando

funcdes e gerando sistemas cada vez mais efetivos.

A degradacédo da matriz do copolimero PLGA influencia diretamente na cinética
de liberagcdo do AB. Portanto, o perfil de liberacdo do farmaco da matriz
polimérica pode ser modulado pela escolha e/ou modificacdo dos polimeros
com o comportamento de degradacdo adequado. Os fatores que podem ser

controlados para modular a degradacéo sao:

o Composigao do copolimero: O grupo glicélico degrada mais rapidamente
que a molécula de &cido latico, portanto, a taxa de degradagéo de copolimeros
PLGA pode ser ajustada, modificando-se a composi¢cdo acido latico/acido
glicdlico do PLGA,;
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o Massa molar (MM): A taxa de degradacdo aumenta com a reducdo de
MM. A presenca de espécies de baixa MM leva a taxa de degradacdo mais
rapida, devido a presenca de mais grupos acidos carboxilicos, catalizadores da
degradacgéo.

o Cristalinidade do polimero (Xc): A parte amorfa de uma matriz polimérica
degrada mais cedo do que seus homologos cristalinos, pois a penetracdo da
adgua em estruturas cristalinas € mais prejudicada.

o pH do meio: Como a degradacédo da cadeia ocorre através de hidrolise
de ligacOes ésteres, tanto o meio alcalino quanto os meios fortemente &cidos
aceleraram a taxa de degradacao.

o Tamanho da matriz. Amostras mais volumosas ou grossas Sa0 mais
susceptiveis a degradacdo auto catalitica porque os produtos de degradacao
saem mais lentamente da rede. Outros fatores, como a natureza, a carga
inicial, teor do farmaco incorporado, os aditivos, a esterilizacdo, o fluxo de
fluido, radiagdo gama e porosidade também tem demonstrado influéncia na
cinética de degradacdo (PEREIRA, 2012).

1.4.2. Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona é um polimero semicristalino com temperatura de transi¢do
vitrea (Tg) de — 60 °C e temperatura de fuséo cristalina (Tm) variando de 59 a
64 °C dependendo da natureza cristalina da PCL. Sua massa molar média
pode variar entre 10.000 e 42.500, é soltvel em cloroférmio, tolueno e insoltvel

em etanol e éter.

As vantagens da PCL como sistema de liberacdo de farmacos € devido a:
biocompatibilidade e biodegradabilidade; alta cristalinidade e permeabilidade a
diversas moléculas pequenas; integridade do polimero durante a producéo das
particulas (KHO, 2010); ndo gerar ambiente acido durante a degradacéo,
compatibilidade com excipientes e degradacédo mais lenta que o PLA e o PLGA
(KOLESKE, 1978 e SINHA, 2004).
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1.5. Spray Drying (SD)

Na Indastria Farmacéutica, muitas formas de dosagem sélidas baseiam-se na
utilizacdo de pobs-secos. Os pos-secos sdo formas farmacéuticas solidas
constituidos por um ou mais principios ativos secos com ou sem excipientes.
Os p0Gs-secos sao inalados como aerossois para o pulmao, distribuidos para o
nariz, usados como enchimento em cépsulas, prensados em comprimidos para

aplicacoes orais e usados em solucdes/suspensdes para via parenteral.

No passado, as fungBes primarias dos processos de secagem na Industria
Farmacéutica eram atingir um pé-seco com tamanho de particula adequado e
remover a maioria do solvente. Atualmente, essa perspectiva mudou e os pés-
secos se baseiam em particulas obtidas néo vistas apenas como um carreador
passivo, mas preferencialmente como parte de um Sistema de Liberac&o e por
isso devem ser capazes de garantir um perfil de liberacdo do AB bem definido
e controlado e possuir propriedades de fluxo adequadas.

Atualmente, com a complexidade no tratamento de algumas patologias, 0s pés-
secos sao produzidos de modo que os ABs sejam encapsulados em particulas
poliméricas. As particulas poliméricas carregadas com o AB devem ser
produzidas com caracteristicas homogéneas para permitir maior precisdo e
reprodutibilidade dose a dose e menor risco de vazamento de dose da matriz
polimérica. Para isso, o spray drying € utilizado para a obtencéo de particulas

poliméricas carregadas com AB na forma de po-seco.

O spray drying (SD) € um método de secagem para obtencdo de pos-secos
utilizados nas industrias alimenticias, farmacéuticas, de polimeros e quimica.
Essa técnica permite obterem-se pds-secos a partir de uma fase liquida. No
caso do encapsulamento de AB em esferas ou capsulas, o pé-seco pode ser
obtido a partir de uma solugéo, suspensdo ou emulsdo. E também aplicado
como método de preservacdo, aumentando a estabilidade durante o

armazenamento devido a eliminagdo da agua (GUTERRES, 2009). O SD é

uma técnica reprodutivel, rapida e conveniente, com condi¢des moderadas de
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processamento, podendo ser prontamente aumentado de escala (scale up) e

produzindo particulas estaveis e sem necessidade de liofilizacao.

O sistema de secagem por SD é mostrado na figura 7. O equipamento spray
dryer converte um liquido alimentador em particulas solidas. E um processo
continuo dividido em quatro estagios: atomizacao, mistura das goticulas com o

gas secante, evaporacgio e separac¢io do produto (RE, 2006).

Estagio 1 l
Atomizacdo
Atomizador

{_1 i‘l:f"* Estagio 2

Entrada de ar Fitro  Aguecedor Contato Spray-Ar

i
Estagio 3
Sepagem das goticulas

[—
Cdmara de
secagem

Solucdo
Suspensdo Particulas

Emulsdo
@ E=tagio 4

Separacio de produto

Ciclone

Figura 7 — Esquema de spray dryer de ciclo aberto e os principais estagios envolvidos no

processo de secagem por spray drying (RE, 2006).

Existem diferentes desenhos de spray dryer. Normalmente, sdo de ciclo aberto
por meio de que o gas secante (ar) € descarregado ap6s o uso. Os spray
dryers também podem ser ciclo fechado, que permite que solventes organicos
sejam utilizados como meio alimentador. Nesses casos, utilizam-se gases
inertes como o nitrogénio. Pode-se utilizar também spray dryers com gases
com baixa concentracdo de oxigénio, que permitem que materiais suscetiveis a
oxidacdo ou com tendéncias explosivas possam ser submetidos a secagem.
Além disso, os spray dryers podem ser desenhados para a obtencdo de pos
estéreis e para isso, o liquido alimentador e o gas atomizante devem ser

filtrados e com desenho que permita facil limpeza.

A composicado do liquido alimentador e das condicbes de secagem, como
temperatura de entrada e saida; fluxo do spray; fluxo de ar comprimido, fluxo
de alimentagdo (PATHAK, 2009) afetam fortemente as propriedades do po
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obtido e, portanto devem ser cuidadosamente definidos. O estagio de
atomizacdo é decisivo no processo, pois define a distribuicdo dos tamanhos
das goticulas. Em regra geral, quanto maior a energia utilizada para a

atomizacao, menor o tamanho de particulas obtidas (RE, 2006).

Do ponto de vista microestrutural, o processo de formacédo das goticulas no
estado liquido seguido da solidificacéo pela evaporacdo do solvente é bastante
estudado com a combinacédo de ferramentas experimentais, modelo numérico e
um modelo analitico simplificado a fim de se entender o processo de secagem
e obter-se as caracteristicas desejadas para as particulas (VEHRING, 2007 e
VEHRING, 2008). A microestrutura desejada € gerada por uma complexa
mistura multifasica do polimero, surfactante e AB e dependendo do liquido
alimentador inicial, que pode ser uma solugcdo, emulsdo e
dispersdo/suspensado. As solucdes e emulsbes submetidas a secagem geram

esferas, enquanto que suspensdes podem gerar esferas ou capsulas (figura 8).

Solucdo

I/" "\I - Wicroesfera
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Figura 8 — Tipos de microparticulas obtidas por SD (RE, 2006).

O SD é um método de secagem primaria e finalistica utilizado para a obtencéo

de pds-secos com propriedades fisico-quimicas bem definidas.

E uma técnica de secagem primaria, pois permite a obtencio de ABs
encapsulados diretamente a partir de uma solucdo, emulsdo ou dispersao,
contendo o AB e o polimero. Nesse caso, a solugcdo alimentadora pode ser:
uma solucédo, onde o polimero e o AB sao dissolvidos em um solvente
organico, como o diclorometano; uma emulsdo, onde o AB e o polimero sdo

dissolvidos no solvente organico (fase organica (O)) e esta fase é adicionada a
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uma a solucdo aquosa contendo um surfactante, como o poli(alcool vinilico)
(PVA) e polissorbatos, (fase aquosa (A)). A adicao da fase O na fase A com
agitacdo mecanica, com homogeneizadores, ou ultrassom, com sonicadores,
leva a formacdo de uma emulsédo organico em agua (O/A); e uma dispersao,
onde o AB, normalmente hidrofilico, é disperso numa solucdo organica
contendo o polimero dissolvido. Entdo, o liquido alimentador &
atomizado/pulverizado pelo bico atomizador e imediatamente seco por ar

guente gerando as particulas sélidas secas.

E também é uma técnica de secagem finalistica, pois permite obter pés-secos
formados por particulas carregadas com o AB com excipientes. Nesses casos,
0Ss poOs-secos sdo produzidos a partir de suspensdes de particulas de
carregados com AB previamente obtidas associadas a excipientes, com 0
objetivo de garantir as particulas propriedades e estabilidades diferenciadas.
As particulas carregadas com o AB sao previamente preparadas pelo método
de emulsificagdo/evaporacdo de solvente e suas modificagdes, como
emulsificagcao/difusdo do solvente; salting out; deslocamento de solvente,
dentre outros (SOPPIMATH, 2001).

Apds obtencdo das particulas, essas sédo suspendidas em fase A e sédo
submetidas a secagem por SD. Durante o processo de secagem, podem ser
incorporados excipientes na fase A para gerar nano-agregados dessas

particulas para conferir propriedades adequadas.

O método de evaporacao de solvente se baseia na obtencdo de emulsédo do
tipo O/A que origina nanosferas. Na dissolucdo do polimero (FO). O AB
hidrofébico e o polimero sdo dissolvidos em um solvente organico, como
diclorometano, cloroférmio ou acetato de etila, formando a fase orgéanica (O). A
Fase O é emulsificada em uma FA contendo um surfactante para fazer uma
emulsdo 6leo em agua (O/A) com uma fonte de energia elevada, como 0s
ultrassons ou homogeneizacdo a alta pressdo. O surfactante pode ser uma
gelatina, poli(alcool vinilico) (PVA), polissorbato, poloxamer, albumina. Apos a
formacdo da emulsédo estavel, o solvente organico € evaporado pelo aumento
da temperatura, sob vacuo ou apenas por agitacdo, ocorrendo a precipitacéo

do polimero na fase externa aquosa e consequente formacao das nanosferas.
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O encapsulamento de agentes bioativos hidrofilicos é realizado por duplas
emulsdes do tipo dgual/dleo/dgua (A/O/A). Nesses casos, a fase A interna com
AB dissolvido e a fase O com polimero dissolvido e um tensoativo
(fosfolipidios) formando a emulsdo primaria A/O, que € adicionada em uma
segunda fase A contendo tensoativo (PVA) (A/O/A).

O método de salting out € uma alternativa ao método anterior, pois nao utiliza
solventes organicos que podem ser toxicos para 0 meio ambiente e para o
sistema fisiologico. Nesse método, o polimero e o AB séo dissolvidos em um
solvente solavel em agua, como acetona, e esta solucdo é emulsificada em
uma solucdo aquosa saturada de um eletrélito (sacarose e sais de cloreto,
como MgCl,, NaCl), agente salting out, contendo um tensoativo, como o PVA.
A emulsdo O/A preparada sob agitacdo intensa a temperatura ambiente. A
emulsdo € diluida num volume adequado de agua deionizada ou de uma
solugdo aquosa para a difusdo do solvente orgénico para a fase externa,
seguido da precipitacdo do polimero e a formacéo das nanosferas. Os agentes
de salting-out ndo devem sofrer precipitacdo devido a separacdo das

nanosferas recém-preparadas.

O método de emulsificacao/difusdo do solvente € uma versdo modificada do
salting-out, evitando-se eletrdlitos, purificacdo ou lavagem das nanoparticulas
recém-formadas. Nesse método, um solvente parcialmente solivel em agua,
como alcool benzilico, propilenocarbonato, acetona e acetato de etila,
previamente saturados com agua é misturado a um solvente insolavel em agua
para garantir equilibrio termodinamico inicial da fase organica. A emulsificacéo
com a solucédo aquosa com tensoativo O/A (PVA ou um poloxamer) é realizada
sob agitacdo intensa. Posteriormente, € adicionada 4gua ao sistema, causando
a difusdo do solvente organico devido a difusdo espontanea do solvente soluvel
em agua para a FA, cria-se uma turbuléncia interfacial entre as duas fases
levando a formacdo de particulas menores. O solvente organico pode ser
eliminado por evaporacdo ou por ultrafiltracdo, obtendo-se dispersao aquosa

de nanoparticulas.

As caracteristicas fisico-quimicas das esferas sdo afetas por (SOUTO, 2012):
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e Solubilidade do AB: Hidrofilicos — ndo ionizados com ajuste do pH da
fase A acima do pKa do PA ou emulsdes A/O/A;

e Natureza do solvente orgéanico: solubilizar PA, difundir FA,

e Concentracdo e MM do polimero: Quanto maior, maior viscosidade e
mais dificil disperséo das fases e maior tamanho das esferas;

e Natureza e concentracdo do tensoativo: Quanto maior a concentragao,
menor esferas, pois mais moléculas inseridas na superficie das goticulas
emulsificadas;

e Modo e duracdo da agitacdo: Ultrassons ou homogeneizacdo a alta
pressdo, reduz tamanho das goticulas da fase interna e aumenta a

superficie de contato entre as fases.

1.6. Caracteristicas fisico-quimicas ideias das particulas para a via

inalatoria

As caracteristicas fisico-quimicas das particulas relevantes para o campo
farmacéutico sdo o tamanho médio e distribuicdo de tamanho, densidade e
morfologia e aspecto das particulas. As caracteristicas impactam em
propriedades do poé-seco, como aerolizacdo, fluxometria, solubilidade,

dispersabilidade e higroscopicidade (RE, 2006).

A figura 9 mostra a equacdo usada para definir o raio aerodinamico (da),
principal parametro utilizado para avaliar a tendéncia de deposicdo das
particulas inaladas. A equacdo mostra o célculo do raio aerodinamico (da), que
€ uma funcado do raio geométrica (dg) e da densidade efetiva da particula (pes)
(KHO, 2010).

Pt \
dy = d:\'llr]—” Onde, Ps = 1g/cm

Figura 9 — Equacao para o calculo do raio aerodinamico (d,) que é funcdo da densidade

geométrica (dg) e da densidade efetiva da particula (pes).
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As particulas esféricas com da < 1 um, como as nanoparticulas sdo exaladas
do pulmdo sem se depositar, enquanto que particulas com da > 10 pm se
depositam na garganta e boca devido a impactagdo inercial. Assim, sao
utilizados excipientes que permitam a obtencéo de particulas com da entre 1 e
5 um, ideias para uma deposicdo no trato respiratério inferior (traquéia aos
sacos alveolares). O dg também é importante para as particulas inaladas, isto
é, particulas largas (dg > 5 pm) e baixa densidade (perr < 1 g/cm®) apresentam
maior eficiéncia de aerolizacdo e maior biodisponibilidade no pulméo. Nos
casos de maiores valores de dg, ha uma reducdo na tendéncia de aglomeracgao
das particulas facilitando a aerolizacdo das particulas. Contudo, o alto ds deve
ser acompanhado de uma baixa pes, que podem ser obtidas com a formacéo
de particulas porosas ou ocas, para manter o da entre 1 e 5 um e conseguir

uma boa deposicao nos alvéolos (KHO, 2010).

Em casos de particulas com dg maior que 5 um, elas sdo menos suscetiveis a
captacdo pelo macréfagos (KHO, 2010). A captacdo das particulas pelos
macrofagos, desejada para infec¢cdes cuja bactéria causadora se aloja nos
macréfagos alveolares, € maior em particulas com dg de 1 a 2 um e com

caracteristicas preferencialmente lipofilicas.

Além das caracteristicas aerodindmicas ideais, hidro/lipofilicidade, carga
superficial e quimica de superficie sdo importantes quando o tratamento visa
uma maior interacdo com determinado tipo de célula ou tecido ou permeacéao
em membranas (JANSEN, 2012) ou ainda absor¢do pulmonar. Nesses casos,

utilizam-se excipientes para conferir essas caracteristicas as particulas.

Muitas vezes, isso se da pela obtencdo de nano-agregados com as
caracteristicas necessarias para a acdo pretendida, isto é, deposicao,
capitacao/penetracdo na célula/tecido adequado e/ou absor¢cdo pulmonar. Os
nano-agregados sado formados por nanoparticulas carregadas com o AB
agregadas com auxilio excipientes que atuam como pontes que conectam

essas hanoparticulas (figura 10).
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RFP/PLGA
Nanoparticula

MAN

Microesfera

Figura 10 — Esquema de nano-agregado de nanoparticulas de PLGA contendo rifampicina
(RFP) agregadas com auxilio do manitol (MAN) que podem ser obtidos pela secagem por SD.
(OHASHI, 2009).

Os nano-agregados devem ser reconstituidos nas nanoparticulas primarias
apos a deposicao adequada no pulmao. A reconstituicdo nas nanoparticulas
primarias é governada pela forca de ligacdo dos nano-agregados e essa forca
é influenciada mais fortemente pela solubilidade em &gua dessas pontes
interconectantes de nanoparticulas, do que pelas forcas atrativas intrinsecas
entre as nanoparticulas. Os nano-agregados sao principalmente obtidos
guando o SD é utilizado como técnica finalistica, isto €, quando nanoparticulas
sdo obtidas por métodos de evaporacdo de solvente para que depois uma
suspensao delas seja seca por SD.

Alguns excipientes que podem ser utilizados para obtencdo de micro e
nanoparticulas, nano-agregados ou apenas como adjuvantes em pds-secos
para formulacBes inalatérias com diversas finalidades conferindo diferentes

caracteristicas as particulas/pés séo:

by

e Manitol — ajuste osmoético das solucbes submetidas a secagem e
dispersdo das nanoparticulas sem induzir agregacdo (TAKASHIMA,
2007). Usado também como diluentes e agentes aglutinantes (KHO,
2010).

e Lactose — Usado como diluente e agente aglutinante (KHO, 2010).

e Leucina — devido a natureza hidrofébica é usada juntamente com
excipientes hidrofilicos, como agentes de dispersao por reduzir a coesao
entre as particulas.

e PVA — Usado também como diluente e agente aglutinante, porém nao

tao utilizado como o manitol, que também promove remog¢éo do muco;
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¢ Ciclodextrinas — Usadas também como diluentes e agentes aglutinantes
(LEBHARDT, 2011)

e Quitosana — melhorar atividade de RNA e DNA pelo aumento da
capitacao celular das nanoparticulas (JENSEN, 2012).

¢ Dioleoiltrimetilamoniopropano (DOTAP) — melhorar atividade de RNA e
DNA pelo aumento da capitacdo celular das nanoparticulas (JENSEN,
2012).

e Poletilenoimina (PEI) — promove a particula superficie catidnica,
melhorando a capitacdo celular das nanoparticulas e consequentemente
a transfeccdo de RNA e DNA (JENSEN, 2012).

A escolha dos excipientes adequados deve ser bem estudada, pois alguns
problemas podem ocorrer quando ndo selecionados adequadamente. Nos
nano-agregados, por exemplo, alguns problemas que pode ocorrer sdo: (i) Os
nano-agregados nao se desagregam e, portanto podem ser captados por
macrofagos em patologias em que a captacdo ndo € desejavel; (i) altas
concentracbes de excipientes (excipiente/NP 100:1) sé € possivel para AB
muito potentes; (iii) surfactantes s&o utilizados como excipientes para prevenir
a agregacdo das NP entre si, podendo causar distirbios no muco e nas
camadas de surfactantes alveolares e irritacdo do epitélio pulmonar
(LEBHARDT, 2011).

1.7. Caracterizacdo fisico-quimica das particulas, propriedades de

fluxo e comportamento aerodinamico dos pds-secos

Sendo o p6-seco um conjunto de particulas sélidas, a primeira caracteristica
gue se nos apresenta como relevante definir € a dimenséo das particulas. A
dimensao das particulas nédo € o Unico fator que afeta o comportamento do po.
A densidade do material de que as particulas sdo constituidas afeta igualmente
a sua massa, e por isso 0 seu peso. Outros fatores, tais como a morfologia e a

rugosidade das particulas tém também influéncia, ja que afetam a area de
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contato entre as particulas, e consequentemente a intensidade das interacdes

entre elas.

Os pos-secos sao caracterizados para determinacdo da morfologia, tamanho e
densidade particulas (raio aerodindmico (da), raio geométrico (dg), densidade
efetiva da particula (per)), carga superficial da particula (potencial zeta),
contetdo de &gua, parametros importantes para as propriedades tecnoldgicas
do po-seco, como densidade aparente (o,), densidade compactada (o), indice
de Carr (IC), angulo de repouso e velocidade de escoamento e capacidade de

aerolisacao.

A morfologia, o aspecto das particulas e algumas vezes o tamanho de
particulas sdo determinados pela microscopia eletrénica de varredura (MEV). O
MEYV é utilizado para determinar o tamanho de particulas em nano-agregados,
pois na determinacado pelas técnicas de difracédo a laser e espalhamento de luz,

coloca-se as particulas em agua desfazendo o granulado.

O tamanho de particulas (dg) e distribuicdo de tamanho de particulas por
difracdo a laser, no caso de microparticulas, ou por espectrofotometria de
espalhamento de luz dinamico, no caso de nanoparticulas. Em geral, o
espalhamento de luz dinAmico é aplicado na caracterizagdo de particulas
dispersas em um liquido. O movimento browniano das particulas ou moléculas
em suspensdo faz com que a luz laser seja espalhada com intensidades
diferentes. A analise dessas flutuacdes de intensidade resulta na velocidade do
movimento browniano e assim, o tamanho de particula usando a relacéo

Stokes-Einstein (MALVERN, 2014 b).

O potencial zeta é determinado para avaliacdo da carga superficial das
particulas. O potencial zeta é uma medida da magnitude da repulsdo ou da
atracao eletrostatica ou das cargas entre particulas, sendo um dos parametros
fundamentais que, sabidamente, afetam a estabilidade. Sua medi¢éo oferece
uma visdo detalhada sobre as causas da dispersao, agregacéo ou floculagao,
podendo ser aplicada para melhorar a formulagcédo de dispersdes, emulsdes e

suspensdes (MALVERN, 2014 a).
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A redispersabilidade de po0s € realizada para avaliar a capacidade de
redispersdo dos nano-agregados. O po € redisperso em agua e mede-se 0
tamanho das particulas antes do processo de secagem por SD e apés a

redispersdo em agua.

O conteudo de agua é determinado por analise termogravimétrica ajuda a

prever agregacao do pé e avaliar as propriedades de fluxo.

A difragéo de raio X e a calorimetria diferencial de varredura (DSC) permitem
avaliar a estrutura do farmaco e do polimero, assim como a interacdo entre
eles (SILVA-JUNIOR, 2008 e SILVA-JUNIOR, 2009).

ApOs a determinacdo das caracteristicas determinam-se as propriedades de
fluxo do po-seco.

A densidade aparente (p,) € medida pelo volume ocupado por certa massa de
pé em um cilindro graduado. A densidade compactada (o.) é determinada pelo
teste de densidade batida, onde adiciona-se uma massa de p6 em um cilindro
graduado, que é submetido a batidas leves com um numero de batidas por
minuto programada. Apds o fim das batidas, mede-se o volume final do po e
determina-se sua densidade (GARCIA, 2012).

O fluxo de pés é determinado indiretamente pela densidade aparente e pela
densidade compactada, pelo indice de compressibilidade de Carr (IC):

IC= (Pc-Pa/Pc)*100

Os valores de IC < 10% indicam excelente fluxo; IC de 11 a 15% fluxo bom; IC
de 16 a 20% fluxo fraco; IC de 21 a 31% fluxo pobre; IC de 16 a 31% fluxo
pobre (pbs coesivos); IC > 32% fluxo muito pobre.

O angulo de repouso é calculado pela tangente determinada pela altura e raio
formado pelo cone da amostra. De acordo com os resultados obtidos, os pés
sao classificados em termos de propriedades de escoamento como se segue:
angulo de repouso de 25-30° fluxo excelente; de 31-35° fluxo bom; de 36-40°
fluxo aceitavel; de 41-45° fluxo passavel; de 46-55° fluxo pobre; de 56-65° fluxo

muito pobre; de 65° fluxo extremamente pobre (GARCIA, 2012).
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Para tentar simular a deposi¢cdo in vivo €, entdo, realizada a avaliacdo
aerodindmica das particulas a qual pode ser feita em diversos aparelhos,
sendo os mais utilizados, o Twin-Stage Liquid Impinger e o Impactador em
Cascata da Andersen. O funcionamento basico destes aparelhos € o mesmo,
ou seja, € fazer passar o aerossol e um fluxo de ar pelo aparelho a uma
velocidade constante (CARLOS, 2002).

O mais utilizado in vitro é o impactador em cascata, constituido por varios
estagios de depdsito com orificios de diametros sucessivamente menores,
onde sdo retidas as particulas de acordo com o seu tamanho pelo qual o
produto contido no jato inalatério é levado, por meio de vacuo com fluxo
controlado, para um conjunto de peneiras que simulam, in vitro, essa
distribuicdo desde a via respiratéria até o alvéolo pulmonar (Figura 11). O
equipamento simula a distribuicdo aerodindmica de particulas no sistema
respiratorio humano (ANDRADE-LIMA, 2012).

®
‘ Estagio 0

‘ 2% 9,0-14,0 pm
~\ Estagio 1
5,8=9,0 um
'\ Faringe Estdgio 2
4,7-5,8 um

Traquéia e bronquio primario Estagio 3

3,3-47 um
{ Bronquio secundario  Estagio 4
2,1=3.3 um
Bronquio terminal Estagio 5
1,1=2,1 um
Duto alveolar Estagio 6
0,65=1,1 um
Alvéolo Estagio 7

-~ 0,43-0,65 jim

Andersen Simulagao do siétema respiratorio humano
Cascade Impactor

Figura 11 - Aparelho montado com os estagios equivalentes as diferentes partes do sistema
respiratério (ANDRADE-LIMA, 2012).

Corresponde a uma técnica ndo invasiva que permite o fracionamento e

recolhimento do aerossol gerado apds liberacdo do inalador e de ser feito



38

passar por uma "garganta” a qual mimetiza o que ocorre in vivo. No impactador
em cascata € correlacionado o fator velocidade com massa, onde particulas de
maiores dimensfes (> 10 um) sdo depositadas nos estagios superiores por
impacto e particulas mais finas conseguem penetrar nos estagios mais
profundos do aparelho. Por meio deste aparelho é feita uma determinacdo da
distribuicdo do tamanho das particulas, de muita utilidade para a comparacao
de diferentes dispositivos inalatérios e formulacdes (CARLOS, 2002).

Quatro parametros sdo examinados para avaliar comportamento do poé inalado:
dose emitida (DE), fracdo de particula fina (FPF), diametro aerodinamico médio
(DAM) e indice de coesao (IC). DE € a quantidade de p6 aerolizado para fora
do inalador expresso em funcéo da quantidade adicionada no inalador. FPF é a
quantidade de p6 com dA <5 ym em funcdo do total de pds coletado no
inalador. Quanto maior FPF, maior performance aerossol, isto é, maior
capacidade de deposicdo nos alvéolos. DAM é o valor médio determinado pela
distribuicio de massa da dA. O IC caracteriza a aglomeragcdo durante
aerolizacdo, determinado pela razdo DAM e dA, onde alto IC significa grande

aglomeracao durante aerolizacao.

Apés a determinacdo das propriedades fisico-quimicas das particulas e das
propriedades de fluxo dos pds-secos, séo realizados estudos através de testes

in vitro e in vivo para determinar-se a resposta ao pé-seco inalado.

A administracao de aerossois para o pulmao, estudos de deposi¢ao in vivo, O
transporte da particula pela monocamada de células pulmonares do tipo Cal.u-
3, integridade das juncdes das células CalLu-3, capitacdo pela célula alvo,
como macréfagos e células Cos-7 (células de rim de macaco africano verdes).
A atividade em muco artificial, interagdo com muco, difusdo em catarro,
capitacdo macrofago para estudos em fibrose cistica. A avaliacdo da reposta
ao antigeno, estudo de transfeccdo de gene in vitro e in vivo, atividade de

silenciamento de gene in vitro e testes de suscetibilidade de biofilme.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Abordar a obtencdo de particulas baseadas em poliésteres alifaticos
carregadas com agentes bioativos pelo método de spray drying e a utilizagdo
dessas particulas na forma de pds-secos em aerossoéis para administracdo

inalatéria para acdo local pulmonar e para absor¢cdo pulmonar para acgdo
sistémica.

2.2. Objetivos especificos

e Apresentar as doencas pulmonares e a vantagem da via inalatéria para
seu tratamento;

e Abordar a obtencdo de nanoparticulas de poliésteres carregadas com
agentes bioativos por técnicas de evaporacao do solvente;

e Abordar os métodos de obtencédo de pds-secos baseados em particulas
de poliésteres por spray drying;

e Discutir aplicacbes da utilizacdo de particulas por inalacdo para acao
pulmonar e acao sistémica.
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente, muitas doenc¢as pulmonares, como a fibrose cistica, a tuberculose
e a hipertensdo pulmonar, possuem tratamento limitado devido a baixa
concentracdo do agente bioativo (AB) nos tecidos/células acometidos pela
patologia; aos efeitos colaterais toxicos sistémicos do AB; e a complexidade do
tratamento. Somado a isso, diversos AB possuem uso limitado pela via oral por
serem rapidamente metabolizados ou degradados. Assim, a via inalatoria surge
como uma via alternativa, pois permite a vetorizacdo do AB diretamente no
local de acdo e permite explorar AB que apresentam instabilidade por outras
vias, além de permitir a administracdo sistémica para casos onde uma resposta
rapida € necessaria. A biodegradabilidade e biocompatibilidade dos poliésteres
permite que sejam utilizados no trato respiratorio para modular a resposta

bioldgica local e sistémica.

Por fim, o estudo desses sistemas pela via inalatéria podem levar a
tratamentos mais eficazes e com menos efeitos colaterais toxicos, o que a
longo prazo, pode aumentar a adesdo do paciente ao tratamento e a taxa de
cura, melhorando a qualidade de vida e reduzindo os danos causados por

diversas patologias com terapia limitada.
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4. METODOLOGIA

A monografia tem como objetivo buscar e comparar as informacdes mais
relevantes contidas em trabalhos publicados sobre o tema focando na
possibilidade de utilizacdo de pos-secos em formulacBes inalatérias pela
Indastria Farmacéutica tanto para acdo sistémica quanto para acao local

pulmonar.

O processo de busca dos artigos ocorreu por meio dos portais
sciencedirect.com, scopus.com e periodicos.capes.gov.br. A pesquisa de
dados buscou artigos publicadas no periodo de 2004 até 2014, periodo de
crescente interesse pelo tema, de acordo com dados obtidos apresentados no

grafico da figura 12.
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Figura 12 — Gréfico obtido no site scopus.com pela busca das seguintes palavras-chave: PLGA
OR PCL (Title, abstract, keywords) AND inhalation (All fields).



42

5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Conforme apresentado na figura 12, observa-se um crescente interesse na via
inalatéria para entrega e liberacdo de AB a partir de nano e microparticulas
baseadas em poliésteres alifaticos. Assim, a revisdo da bibliografia aborda as

perspectivas para o tratamento de doencas pela via inalatoria.

5.1. Patologias

O pulméo é acometido por diversas doencas que se forem tratadas pela via
inalatéria com a utilizacdo de particulas carregadas com agentes bioativos (AB)
podem apresentar um tratamento mais eficaz. A terapia inalatéria permite o
direcionamento do AB diretamente ao local de acdo, impedindo os efeitos
colaterais toxicos que normalmente ocorrem com a exposicdo dos ABs em
células/tecidos saudaveis. As particulas poliméricas carregadas permitem que
0 AB seja liberado de maneira sustentada levando a uma menor frequéncia de
doses e permitindo também que a particula seja reconhecida e internalizada
pelas células devido as suas caracteristicas fisico-quimicas (solubilidade e

tamanho de particula, por exemplo).

A criptococose e a tuberculose sdo doencas que acometem o pulmao e suas
agentes causadores infectam principalmente os macrofagos alveolares. Assim,
via inalatéria para a acdo pulmonar, portanto, pode aumentar o efeito
terapéutico e reduzir o efeito sistémico, responsavel pela resisténcia e efeitos
colaterais. O alvo € o macréfago alveolar e os tamanhos de particula de 1 a 2

UM apresentam maior capitacdo pelos macrofagos.

O Cryptococcus neoformans, fungo responsavel pela criptococose, € causador
da meningite em pacientes portadores da HIV quando o fungo atinge o sistema

nervoso central. O C. neoformans infecta primeiramente os macréfagos
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alveolares, sendo o pulméo, portanto, a porta de entrada. Além disso, a via oral
tem causado a resisténcia do fungo ao fluconazol, farmaco de escolha.
(RIVERA, 2004).

A Mycobacetrium tuberculosis, bactéria causadora da tuberculose, infecta os
macrofagos alveolares. Os micro-organismos crescem lentamente e a doenca
é frequentemente crbnica com um tratamento de 6 meses, que somado a
toxicidade dos farmacos (combinacdo multifarmacos) e o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana sdo entraves para um tratamento adequado, podendo
levar a baixas taxa de cura devido a baixa adesdo do paciente ao tratamento.
Portanto, a via inalatoria permite que o farmaco seja diretamente direcionado
ao local de acdo, mantendo baixa a concentracao sistémica e as particulas
carregadas com antituberculostaticos permitem liberacdo sustentada e maior
penetracdo no granuloma (agregados de macréfagos infectados por M.
tuberculosis cercados por diferentes tipos de células imunolégicas). Assim, a
frequéncia de doses, os efeitos colaterais toxicos, a resisténcia da micobactéria
ao farmaco e interagcdes medicamentosas poderiam ser diminuidas (TOMODA,
2005; ONOSHITA, 2010; HIROTA, 2013).

A Rifampicina (RIFA) é o farmaco mais probleméatico da combinagéo
multifarmacos, pois apresenta baixa solubilidade em agua e baixa
permeabilidade (MARIAPPAN, 2006); polimorfismos (AGRAWAL, 2004),
interacBes medicamentosas (MEMENTO TERAPEUTICO FARMANGUINHOS,
2006), possuindo maior apelo para encapsulamento e para a via inalatéria. O
oxido nitrico (NO) é uma espécie bactericida da resposta inata dos macréfagos
as infeccdes intracelulares. Como sua inalacdo ndo apresenta beneficios no
tratamento da TB, o encapsulamento de doadores abre uma nova oportunidade
de tratamento, pois pode aumentar a penetracdo no granuloma (VERMA,
2012). A oxoflacina (Ox), farmaco de segunda linha moderadamente soltvel
em agua utilizado no tratamento da TB pode ser complexado com paladio (Pd)
(complexo Pd/Ox) e encapsulado em particulas diminuindo a solubilidade em

agua e aumentando a penetracdo no macréfago (PALAZZO, 2013).
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As doencas pulmonares obstrutivas crénicas sdo responsaveis por infeccoes
pulmonares persistentes e inflamacdes devido a formacdo de biofilme* no
pulméo. Sdo normalmente tratadas pela nebulizacdo dos antibiéticos, porém a
barreira mucociliar espessa limita ao acesso ao biofilme. O encapsulamento de
levofloxacina em nanoparticulas pode melhorar a penetracdo no muco, e
consequentemente, no biofilme devido ao seu tamanho, aumentando a eficicia
do tratamento. Além disso, possuem maior tempo de retencéo, pois sdo mais
dificilmente reconhecidas pelo sistema imune que as microparticulas (KHO,
2010; CHEOW, 2010; CHEOW, 2011ab).

O encapsulamento de antibidticos, como o cetiofur (cefalosporina de 32
geracdo), a tobramicina e a claritromicina em micro e nanoparticulas
respectivamente podem ser realizadas para o tratamento de doencas
respiratorias bacterianas (ZHIHUI, 2013; UNGARO, 2012; e MOGHADDAN,
2013).

Além das infeccbes bacterianas, o tratamento de doencas pulmonares
obstrutivas, como a asma, com agonistas 3, (salbutamol) € limitado pela rapida
duracédo do efeito levando a necessidade de doses frequentes e a associacao
com anti-inflamatdrios esteroidais (beclometasona e dexametasona) leva a
efeitos adversos devido a altas concentragdes do corticosterdide na garganta.
Com isso, o encapsulamento e a liberacdo controlada dos farmacos podem
eliminar esses dois problemas (LEAROYD, 2010 e FONTANA, 2014). O
encapsulamento de budesonida e salbutamol em particulas também pode
auxiliar no tratamento da asma (JAIN, 2013). Nesses casos, tanto micro quanto

nanoparticulas podem tornar o tratamento mais eficiente.

Outra doenca que acomete o pulméo é a hipertensédo pulmonar, patologia, cuja
terapia pode ser mais eficaz com o encapsulamento do sildenafil em micro e
nanoparticulas, inibidor da fosfodiesterase (PDE-5) que causa vasodilatacéo,
para utilizacdo na via inalatoria (BECK-BROICHSITTER, 2012).

4 . . ;. . A .
Comunidade fixa de bactérias recobertas por uma matriz auto secretada composta por substancia
polimérica extracelular que exibe alta tolerdncia a antibidticos.
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A via inalatéria vem ganhando destaque, pois permite que ABs que possuem
uso limitado pela via oral, como proteinas, peptideos e acidos nucléicos (DNA e
RNA), sejam administrados para a¢ao sistémica. O pulmao possui uma grande
area superficial que pode ser explorada para absor¢cdo de ABs para acao
sistémica sem o efeito de primeira passagem, responsavel por grande
metabolismo do AB e possui um ambiente fisiolégico menos drastico que o
ambiente acido do estdbmago, responsavel pela desnaturacdo das PTNs por

exemplo.

Somado a isso, problemas, como a desnaturacdo desses ABs durante a
fabricacdo, aerolizacdo e acondicionamento; propriedades de fluxo ruins
resultando em entrega ineficiente do po-seco inalado; rapida depuracdo do
pulmdo devido ao sistema mucociliar; degradacdo enzimatica; e fagocitose
pelos macréfagos alveolares, podem ser superados com o encapsulamento em
micro e nanoparticulas (SIVADAS, 2008). O encapsulamento de PTNs em
nano e microparticulas permite um aumento de sua estabilidade e da absor¢éo
pulmonar, melhora nas propriedades aerodinamicas, liberacdo controlada e
escape dos sistemas de depuracdo. A albumina é utilizada normalmente como
PTN modelo para esses estudos. A utilizacdo de anticorpos direcionados para
0s patégenos pulmonares por inalacdo é desejavel, pois a via injetavel é
inconveniente e sofrem degradacédo pela via oral (KAYE, 2009). A insulina
(peptideo) foi encapsulada para absorcdo pulmonar, pois essa pode manter a
estrutura por mais tempo e sendo uma alternativa a via subcutanea
(HAMISHEHKAR, 2010).

A entrega de genes é limitada pela baixa captacao celular e pela degradacéo
seguida de endocitose, resultando em baixa eficiéncia de expressao génica. Os
retrovirus e adenovirus sdo utilizados para melhorar a transfeccéo e expressao
de genes, porém séo toxicos, imunogénicos e ndo sao especificos para tecidos
alvo (TAKASHIMA, 2007).

O conceito da interferéncia de RNA mediada por RNA de interferéncia (SiRNA)
fornece uma oportunidade para o tratamento de doengas associadas a genes.
Portanto, doencas que acometem as vias aéreas, como cancer, sindrome

respiratoria aguda severa e influenza, podem ser tratadas com SiRNA
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encapsulado em particulas para serem administrados pela via inalatéria para
acado pulmonar para aumentar a transfeccao de genes (JENSEN, 2010). Ao
mesmo tempo, o0 encapsulamento de DNAase, enzima mucolitica, em
particulas para facilitar a penetracdo no muco pode ser realizada (OSMAN,
2013).

A enzima quimiotripsina foi encapsulada em copolimeros como modelo para o
tratamento da fibrose cistica, doenca autossémica recessiva que acomete o
pulméo (TAWFEEK, 2013).

7

A vacina contra a hepatite € administrada pela via intramuscular, causando
reacBes no local da injecdo. O alimen presente na vacina é responséavel pela
formacao de ndédulos e eritemas e as técnicas de secagem estdo associadas a
diminuicdo da imunogenicidade da vacina. A obtencdo do antigeno da hepatite
encapsulado para entrega pulmonar é interessante, pois o pulmdo apresenta
um maior tempo de residéncia e é onde as células apresentadoras de antigeno,
como os macrofagos, estdo amplamente localizados, podendo, portanto,

aumentar a eficacia da vacinacdo (MUTTIL, 2010).

5.2. Obtencao de nanoparticulas pelos métodos de evaporacao de

solvente

Os métodos de evaporacdo de solvente permitem a obtencdo de
nanoparticulas carregadas com antibidticos, PTNs, peptideos, DNA, RNA e
antigenos, que sdo posteriormente submetidas a secagem por SD. A acao
finalistica do SD visa produzir nano-agregados na escala micro com as
caracteristicas aerodinamicas (diametro e densidade) desejadas para

deposicéao, redispersao e respostas bioldgicas adequadas.

No tratamento de biofilme, utiliza-se a levofloxacino, farmaco soltivel em
solventes organicos e em agua, o que dificulta atingir uma boa eficiéncia de
encapsulamento, ja que o farmaco se difunde pelas duas fases. Por isso,

diferentes métodos buscam uma melhor eficiéncia. Assim, as nanoparticulas de
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PLGA (CHEOW, 2010; CHEOW, 2011a) e PCL (KHO, 2010; KHO, 2011
CHEOW, 2011b) carregadas com levofloxacino (LEV) podem ser obtidas por
métodos emulsificagcdo/evaporagcdo do solvente, nanoprecipitagdo e dupla
emulsificacado/evaporacao do solvente. O método de emulsificacdo/evaporacéo
de solvente é realizado pela dissolugdo da LEV e PLGA ou PCL em
diclorometano, solvente organico. A fase O é entdo emulsificada em uma fase
aquosa contendo PVA 1% ou pluronic F-68 0,1% sob sonicacdo. A emulséo é
deixada sob leve agitacéo para evaporacéo do solvente organico e precipitacéo
das nanoparticulas. Posteriormente, a suspenséao € centrifugada e lavada para
retirada do surfactante residual. Normalmente, as particulas de PLGA obtidas
apresentam tamanhos entre 200 e 300 nm com distribuicdo de tamanho de
particulas monodispersa, mas os métodos avaliados ndo apresentam boa
eficiéncia de encapsulamento. A obtencdo de nanoparticulas carregadas com
sildenafila foi realizada pelo mesmo método (BECK-BROICHSITTER, 2012).

A obtencado de nanoparticulas de PLGA carregadas com tobramicina (Tb) pode
ser feita também pelo método de emulsificacdo/difusdo com auxilio de
polimeros hidrofilicos, como o PEG, a quitosana, alginato e o PVA para
modular o tamanho e propriedades, como carga superficial, mucoadesividade,
tamanho, liberacéo, eficiéncia de encapsulamento e propriedades de fluxo. As
particulas de 250 a 300 nm alcancaram uma eficiéncia de encapsulamento até
60 x com a utilizacdo de alginato. A quitosana e o PVA diminuem a tendéncia
de agregacdo pela carga positiva e neutra da superficie da particula. A
liberacdo sustentada da Tb durou até um més em particulas modificadas com
alginato. A mucoadesividade permitiu que as particulas ndo fossem removidas
rapidamente o que comprometeria o tratamento. A obtencdo de nano-
agregados permitiu boas propriedades de fluxo e aerolizagdo (UNGARO,
2012).

A obtencdo de nanoparticulas de PLGA carregadas com claritromicina pelo
método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente permitiu a obtencdo de
particulas com diferentes tamanhos e eficiéncias de encapsulamento em
diferentes razdes farmaco/polimero e concentracdes de PVA. A diminuicdo na
razdo farmaco/polimero e na concentragédo de PVA aumentou a eficiéncia de

encapsulamento, isto porque, 0 aumento na concentracdo do polimero causa
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um aumento na viscosidade da fase interna atrapalhando a difusao do farmaco
para a fase externa e a menor concentragao de PVA, diminui a solubilidade da
claritromicina, farmaco lipofilico, na fase externa (MOGHADDAM, 2013).

A obtencéo de nanoparticulas de PLGA contendo siRNA, AB hidrofilico, a partir
de emulsdo A/O/A. Uma solucdo aquosa tampdo contendo o SiRNA é
adicionado numa solu¢cdo organica de diclorometano contendo o PLGA
dissolvido. A emulsdo A/O é obtida com auxilio de um sonicador.
Posteriormente, a fase A contendo PVA como surfactante é adicionada sob a
emulsdo A/O formando uma dupla emulsdo A/O/A, que é diluida em solucdo
aquosa de PVA e colocada para evaporar o solvente organico (JENSEN,
2010). As nanoparticulas carregadas com um modificador catibnico, o
propanoato de dioleoiltrimetilamonio (DOTAP), foram obtidas buscando maior
eficiéncia do sistema em silenciamento de genes. O método de obtencédo € o
mesmo, porém o modificador é adicionado na fase O junto com o PLGA. As
nanoparticulas apresentaram tamanhos de 200 a 260 nm e conforme aumenta-
se a concentracdo de DOTAP, diminui-se o tamanho das nanoparticulas (figura
13) (JENSEN, 2012).

Figura 13 - Micrografia de MEV das nanoparticulas modificadas com DOTAP (JENSEN, 2012).



49

Microparticulas carregadas com insulina foram obtidas por método um pouco
diferente. A insulina, peptideo hidrofilico, foi dissolvida em solu¢cdo aquosa de
acido cloridrico que foi incorporado em uma solugdo de PLGA em acetonitrila.
A solucdo obtida foi dispersa em Oleo mineral contendo span 80, como
surfactante, e colocado sob agitacdo para evaporacdo da fase interna. As
microparticulas apresentaram tamanho médio de 4,65 pm com morfologia
esférica e superficie lisa e regular sem a tendéncia de formar agregados (figura
14) (HAMISHEHKAR, 2010).
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Figura 14 - Micrografias de MEV das microparticulas de PLGA carregadas com insulina
(Hamishehkar, 2010).

Percebe-se entdo, que a utilizacdo de métodos de evaporacao de solvente com
modificacbes permite a obtencdo de micro e nanoparticulas de PLGA
carregadas com PTNs, farmacos lipo e hidrofilicos e apresentando morfologias
esféricas e superficies lisas. Além disso, a adicdo de modificadores de
superficie nas particulas podem auxiliar na obtencdo de melhores eficiéncias
de encapsulamento, liberagdo sustentada, mucoadesividade. O grande

problema das técnicas de evaporacdo de solvente é a limitacdo tecnoldgica

que ainda nao permite a producao das particulas em larga escala.
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5.3. Obtencéo de pds-secos por spray-drying

Os spray dryers convencionais possuem um bico que atomiza apenas um unico
liquido de alimentacdo. A obtencdo de particulas estaveis com dimensdes
menores e nano-agregados com AB integros e com propriedades de fluxo e

aerolizacdo adequadas utilizam-se spray dryers modificados.

A secagem por spray drying permite a obtencdo de particulas carregadas com
proteinas com alta eficiéncia de encapsulamento e mantendo a integridade das
mesmas em muitos exemplos de particulas de PLGA carregadas com:
albumina sérica bovina (MOK, 2008), PspA (ANISH, 2014) e lisozima (WAN,
2014).

O spray dryer de 3 fluidos (Figura 15) produz particulas revestidas do farmaco
sem o encapsulamento em um carreador. Para isso, esse modelo possui 3
passagens para fluidos, onde uma suspensdo do farmaco € introduzida pelo
bico interno, uma solucdo do polimero para o revestimento € introduzida pelo

bico externo, e a terceira é a passagem para o gas (SON, 2012).

Suspensdo do farmace
(passagem interna)

Solugdo de revestimento
(passagem externa)

Air — V==

> RIFA revestida
@ Particula vazia

Atomizacdo
(Zona de mistura liquido/Ar)

Figura 15 - Esquema do spray dryer de 3 fluidos: suspensdo do farmaco, ar e polimero de
revestimento (SON, 2012).
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O spray dryer permite a producdo de particulas com morfologias iguais as das
particulas do farmaco em suspensdo, no caso, uma estrutura laminar com
superficie rugosa, diferente das particulas esféricas, com superficie lisa,
obtidas normalmente pela alimentacdo de uma solucdo polimero/farmaco
(ONOSHITA, 2010). O tamanho das particulas obtidas variaram entre 8 e 12
pm, tamanho superior as obtidas pelos convencionais de 2 um
aproximadamente (Figura 16) (SON, 2012 e ONOSHITA, 2010).

Figura 16 — Micrografias de MEV obtidas pelo spray dryer de 3 fluidos (SON, 2012) e de um
spray dryer convencional (ONOSHITA, 2010).

O spray dryer de 4 fluidos (Figura 17) possui duas passagens para dois
liguidos diferentes e duas para gases, permitindo assim que solucbes aquosas
e organicas contendo o AB e excipientes possam ser atomizadas a0 mesmo
tempo. Por exemplo, uma solucdo organica contendo o AB e o polimero e outra
aguosa contendo excipientes hidrofilicos sdo atomizadas e secas juntas,
permitindo obter nano-agregados com as caracteristicas ideais de aerolizacédo
(OZEKI, 2006).
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Figura 17 — Esquema do spray dryer de 4 fluidos (OZEKI, 2006).

Uma solucdo organica do polimero (PLGA) e uma solucdo aquosa de
excipiente, como o manitol podem ser submetidas a secagem para obtencéo
de carreadores solUveis em agua das microparticulas de PLGA (PLGA/MAN).
O mesmo grupo utilizou esse equipamento para a obtencdo de microparticulas
de MAN contendo nanoparticulas de PLGA carregadas com RIFA, conforme

micrografias e esquema da figura 18 (OHASHI, 2009).

RFP/PLGA (RFP/PLGA)YMAN RFP/PLGA

Microesferas Microesferas Nanoesferas

Colocando-se
em agua

o MAN

10 um

RFP/PLGA RFP/PLGA RFP/PLGA *'5
Mi Nanoparticula Nanoparticula
icroesfera

MAN

Microesfera

Figura 18 — Micrografias de MEV e esquema das micro e nano particulas RFP/PLGA,
(RFP/PLGA)/MAN (OHASHI, 2009).
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Outros excipientes, como o PEIl também permitiu conferir caracteristicas
catibnicas as particulas (PLGA/MAN/PEI) que sdo usadas para entrega de
DNA (OZEKI, 2006).

Muitas vezes, 0s spray dryers convencionais possuem como desvantagens,
uma atomizacao insuficiente para atingir tamanhos de goticulas nanométricos
A utilizacdo de spray dryers com atomizacéo vibracional ajuda na quebra das
goticulas e consequentemente apds a secagem, obtém-se menores tamanhos
de particulas. Os coletores eletrostaticos também séo utilizados, pois permitem
um maior rendimento do que quando utiliza-se o ciclone pelos spray dryers
convencionais (figura 19) (BECK-BROICHSITTER, 2012 e FONTANA, 2014).

Gas Secante

T int Bico Atomizante

Peneira ______} TE——— =]

vibratéria o
’ ' A ‘
o
0O o Solugéo
o0 farmaco/polimero
Fluxo de gas

(N,.CO,)

N

Gotas

eletrostaticamente

\\ Nanoparticulas carregadas

Eletrodo coletor
Nanoparticulas
coletadas

Figura 19 - Esquema de spray dryer com atomizagdo vibracional e coletor de particulas
carregadas (BABA, 2013).

O spray freeze drying (SFD) muitas vezes é utilizado para eliminar altas
temperaturas, se tornando uma alternativa aos AB termoinstaveis. No processo
de SFD, as goticulas atomizadas da suspensao de particulas sao rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido seguido de liofilizacdo dos cristais de gelo
para produzir pos-secos de nano-agregados (figura 20).
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Figura 20 - Esquema do spray freeze drying (KHO, 2011).

As particulas produzidas por SFD normalmente apresentam dg maiores que as
produzidas por SD, pois a etapa de congelamento seguida de sublimagdo em
SFD resulta em tamanhos de particula comparaveis a goticula inicial, ao
contrario do SD que se baseia na evaporacdo da goticula seguido de
encolhimento das particulas. Além disso, as particulas obtidas por SFD sao
inerentemente porosas, isto é, com baixa densidade, devido a sublimacg&o dos
cristais no intersticio das goticulas congeladas. Portanto, o SFD é adequado
para a producdo de agregados de nanoparticulas com dg alto e baixa
densidade (KHO, 2011). Em uma adaptacdo de SFD, as nanogoticulas
formadas sao congeladas em uma manta de resfriamento de nitrogénio liquido
e, portanto, as particulas sao congeladas durante o voo sem entrar em contato

com o nitrogénio liquido (ALI, 2014).

5.3.1. Priméria

A tabela 2 apresenta particulas obtidas por SD com o objetivo de

encapsulamento de farmaco em matrizes poliméricas (primario).
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Tabela 2 - Principais artigos publicados durante o periodo e os principais poliésteres utilizados

na obtencéo de particulas por spray drying.

Agente

2 Polimero Excipientes Objetivo Referéncia
Bioativo
Fluconazol PLGA - Primario RIVERA, 2004
Rifampicina PLGA - Primario TOMODA, 2005
- PLGA Mgrl‘z'lt"' Primério OZEKI, 2006
Rifabutina PLA ; Primario MUTTIL, 2007
Isoniazida
Manitol
PEI TAKASHIMA
pDNA PLGA DOTMA Finalistica '
DC-Col 2007
CTAB
Albumina PLGA - Primario SIVADAS, 2008
IgG PLGA Lactose Primério KAYE, 2009
Leucina
Rifampicina PLGA Manitol Primario OHASHI, 2009
Bescfg?#é"t"argg:,]a PLGA ; Primario | LEAROYD, 2010
Rifampicina PLGA - Primario ONOSHITA, 2010
Fluoresceina PGA-co-PDL - Primario TAWFEEK, 2011
Oxido Nitrico PLGA - Primario VERMA, 2012
Rifampicina PIT_L(?A - Primario SON, 2012
Ofloxacina PLA - Primario PALAZZO, 2013
Rifampicina PLGA - Primario HIROTA, 2013
DNAase | PEG-co-(PGA- - Priméario | TAWFEEK, 2013a
co-PDL)
Diclofenaco | FEC C0-(PGA- i Primario | TAWFEEK, 2013b
co-PDL)
Leucina
Lactose
DNAase | PLGA Ciclodextrina Priméario OSMAN, 2013
Polivinilpirrolidona
Ovalbumina
Salbutamol PLGA - Primario JAIN, 2013
Budesonida
Cetiofur PLGA - Primario ZHIHUI, 2013
Dexametasona PCL - Primario FONTANA, 2014

Siglas: poli(acido latico) (PLA); poli(acido glicélico) (PGA); poli(acido latico-co-acido glicdlico)
(PLGA); poli(caprolactona) (PCL), poli(alcool vinilico) (PVA); polietilenoglicol (PEG);
poli(gliceroladipato-co-pentadecalactona) (PGA-co-PDL).

Diferentes bioativos podem ser encapsulados, como antibidticos, anti-
inflamatodrias, PTNs e DNA diretamente a partir solugcdes, emulsbes e
suspensdes dos polimeros PLGA, PCL e PEG-co-(PGA-co-PDL).

A obtencao de particulas carregadas com ABs a partir de solu¢cbes do farmaco
antituberculostaticos com o polimero em solvente organico (diclorometano,

acetonitrila) submetidas a secagem por SD produz microparticulas de 2 a 5 um,
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tamanho ideal para captacdo pelos macréfagos, alvo da terapia contra a TB
(ONOSHITA, 2010; MUTTIL, 2007; TOMODA, 2005; PALAZZO, 2013).

A obtencédo de microparticulas de PLGA com dimensdes de 7 a 14 um foram
produzidas a partir de solucdes organicas com diferentes concentracdes de
fluconazol, farmaco hidrofilico, em concentracdes constantes de PLGA. O
tamanho das microparticulas pode ser modulado pela concentracéo de farmaco
ou pela MM do polimero. Conforme aumenta-se a concentracdo do farmaco ou
a MM, maior o tamanho das microparticulas. O aumento da hidrofilicidade do
polimero e consequentemente a cristalinidade, aumenta o tamanho das
particulas. O aumento do tamanho nesses casos esta relacionado a maior
viscosidade da solucdo de alimentacdo que impede a forca mecanica de

guebrar as gotas em goticulas maiores.

A obtencédo de particulas de PCL demonstrou ser bastante influenciada pela
concentracdo de PCL na fase O. O tamanho de particulas de aproximadamente
1 pum nao foi influenciado pelo aumento da concentracdo de PCL, mas
observou-se que esse aumento causou maior dificuldade de desaglomeracédo
das particulas, o que dificultou o controle na liberacdo da dexametasona. As
particulas com menor concentracdo de polimero apresentaram menor
tendéncia de aglomeracdo facilitando o controle da liberagdo (FONTANA,
2014).

A obtencéo de microparticulas de PLGA, PCL carregadas com PTNs mantendo
a integridade da PTN é realizada com sucesso em diversos exemplos.
Microparticulas de PLGA carregadas com albumina, proteina modelo,
apresentaram dg de 5,5 pm, densidade 0,11 g/cm® e da de 1,82 pm com
superficie lisa e morfologia esférica (figura 21), propriedades oOtimas para

deposicao no trato respiratorio inferior (SIVADAS, 2008).
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Figura 21 — Micrografias de MEV das microparticulas de PLGA (SIVADAS, 2008).

As microparticulas foram fabricadas a partir de emulsdo A/O. A fase aquosa
contendo albumina foi emulsionada na fase organica de diclorometano e PLGA,
usando-se Tween 20 como surfactante, e submetida a secagem por SD. A
eficiéncia de encapsulamento foi de 62%, mais baixa que para os polimeros
hidrofilicos, como o alginato, e a integridade da PTN foi mantida durante o
processo (SIVADAS, 2008).

Além da albumina, foram obtidas microparticulas de PLGA carregadas com a
enzima DNAase a partir da secagem de duplas emulsdes (A/O/A) com a
utilizacéo de excipientes hidrofilicos. As microparticulas produzidas apresentam
morfologias esféricas, tamanhos de particula entre 2,5 e 6,4 um dependendo
dos excipientes utilizados e eficiéncia de encapsulamento de 63% (OSMAN,
2013). Também foram obtidas microparticulas de PEG-co-(PGA-co-PDL)
carregada com quimiotripsina com morfologias esféricas, tamanhos de
particula de 1 a 2 um e eficiéncia de encapsulamento de 12-25% (TAWFEEK,
2013).

Conclui-se que a utilizacdo do SD permitiu a obtencdo de microparticulas
majoritariamente, porém com capacidades de aerolizacdo ideais para a
deposicdo no pulméo. Por outro lado, mesmo que a utilizacdo de excipientes
na secagem primaria por SD ndo seja tdo comum, foram utilizados ions
divalentes, ovalbumina, cilcodextrinas e lactose que permitem modular a
morfologia e tamanho das particulas, a eficiéncia de encapsulamento e o perfil

de liberacdo. A manutencédo da integridade de PTNs faz com que essa técnica
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seja utilizada, porém com a limitacdo de que a eficiéncia de encapsulamento de
PTNs é baixa.

5.3.2. Finalistica

A tabela 3 apresenta a obtencdo de particulas por SD a partir suspensfes de
nanoparticulas de PLGA e PCL carregadas com farmacos, PTNs e DNA
obtidas previamente por evaporacao de solvente. S&o preparadas suspensdes
de particulas que sdo submetidas a secagem com a utilizacdo de excipientes,
como o0 manitol, leucina, lactose, ciclodextrinas, para a obtencdo de nano-
agregados com propriedades fisico-quimicas ideais para a deposi¢ado pela via
inalatoria.
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Tabela 3 - Principais artigos publicados durante o periodo e os principais poliésteres utilizados

na obtencéo de particulas por spray drying.

Agente

O Polimero Excipientes Objetivo Referéncia
Bioativo
Leucina
Levofloxacina PCL Manitol Finalistica KHO, 2010
Lactose
Insulina PLGA Manitol Finalistica HAMISZEE?KAR’
Levofloxacina PCL - Finalistica CHEOW, 2010
Antigeno PLGA/PEG - Finalistica MUTTIL, 2010
hepatite B
SiRNA PLGA - Finalistica JENSEN, 2010
Levofloxacina PCL - Finalistica KHO, 2011
Lactose
Levofloxacina PCL Mam.tOI Finalistica CHEOW, 2011
Leucina
PVA
Manitol
- PLGA Lactose Finalistica LEBHARDT,
. . 2011
Ciclodextrina
. PVA o
Levofloxacina PLGA . Finalistica CHEOW, 2011
Leucina
BECK-
Sildenafila PLGA - Priméario BROICHSITTER,
2012
SiRNA PLGA DOTAP Finalistica JENSEN, 2012
Trobramicina PLGA Lactose Finalistica UNGARO, 2012
Lactose
Claritromicina PLGA Manitol Finalistica MOGHADDAM,
! 2013
Leucina
- PLGA Maltodextrina Finalistica ALl, 2014

Siglas: poli(acido latico) (PLA); poli(acido glicdlico) (PGA); poli(acido latico-co-acido glicdlico)
(PLGA); poli(caprolactona) (PCL), poli(alcool vinilico) (PVA); polietilenoglicol (PEG).

O SD permite obter nano-agregados com boa redispersabilidade das
nanoparticulas apés a deposi¢cdo adequada das particulas. O objetivo finalistico
garantiu aos nano-agregados diametros, morfologias e diametros e densidades
ideais para uma aerolizacdo adequada das particulas. A utilizacdo de
excipientes é fundamental para atingir as propriedades de fluxo e aerolizacdo

adequadas e por isso € mais utilizada que o SD com objetivo primario.

O spray drying de nanoparticulas de PCL leva a degradacdo do polimero e
formacdo de filmes. A utilizagdo de manitol permite a obtencdo de nano-
agregados, poréem com alta coesdo, dificultando a dispersdo das
nanoparticulas posteriormente. A adicdo de leucina, excipiente hidrofébico, e

manitol diminui a forca de coesao, porém a disperséo leva a coalescéncia das
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particulas. A combinacédo de lactose e leucina em concentracdes adequadas
permitiu producdo de nano-agregados com dg 6timos para a deposicdo e
também passiveis de dispersédo (KHO, 2010). O spray freeze drying permite a
obtencdo de nano-agregados com leucina e manitol com maior estabilidade,
porém alta polidisperséo na distribuicdo de tamanho de particula (KHO, 2011).
O PVA e o manitol foram os melhores excipientes para proteger as particulas
durante o congelamento e também os que mais facilitaram a dispersao dos
nano-agregados (CHEOW, 2011).

A via pulmonar também foi objeto de estudo para a liberacdo de sildenafil,
farmaco utilizado em hipertensdes pulmonares graves, de particulas de PLGA.
Os resultados mostraram que ocorreu a deposi¢cdo no pulmao nas particulas de
1 um e os estudos de liberacdo mostraram uma liberacdo sustentada do
sildenafil durante um periodo de 5 horas, sendo interessante para a diminuicdo
na frequéncia de doses (BECK-BROICHSITTER, 2012).

5.4. Comportamento das particulas in vitro e in vivo

ApOs a caracterizacdo das particulas, o comportamento das particulas in vitro e
in vivo utilizadas na via inalatéria € avaliado. Dependendo da doenca, alvo
terapéutico e local de acdo, sdao avaliadas a capitacdo por determinado tipo

celular, penetracéo pelo endotélio alveolar,

e Capitacao pelos macréfagos;
e Passagem por células epiteliais pulmonares do tipo CalLu 3;

e Aerolizacédo.

A capitacdo por macrofagos de microparticulas de PLGA (2 um), nano-
agregados (PLGA/MAN) (3,1 pm) e nanoparticulas (360 nm) de PLGA
carregadas com cumarina, usado como marcador de fluorescéncia ao invés da

RIFA mostrou a importancia do tamanho das particulas para capitacdo. Em
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estudos in vitro, as microparticulas apresentam capitacdo 3,5 vezes maior que
as nanoparticulas, demonstrando que as nanoparticulas conseguem fugir do
sistema imune (OHASHI, 2009). Aproximadamente 80% das microparticulas de
PLGA de 2 um endocitadas pelos macrofagos se localizam nos lisossomas por
até uma semana apés a administracdo (ONOSHITA, 2010). Em estudos in vivo,
a capitacdo das microparticulas foi bem pequena (menor que 2%), enquanto
que os nano-agregados (PLGA/Manitol) apresentaram capitacdo de 9% apoés a
administracdo (OHASHI, 2009).

A deposicdo dos nano-agregados no estagio 7 do impactador, correspondente
aos alveolos, foi cerca de 9% maior no PLGA/MAN comparando-se com as
microparticulas de PLGA, indicando a melhor performance aerossol quando
utilizam-se excipientes para garantir o da ideais (OHASHI, 2009).

A figura 22 mostra que as microparticulas de PLGA acumularam-se no pulmao
apos 5 minutos e apos 1 hora tenderam a se localizar na traqueia,
provavelmente devido ao sistema mucociliar. Ja 0s nano-agregados
PLGA/MAN depositaram-se no pulmao apds até 1 hora, sendo observados
apos até 12h da administracdo. O manitol se dissolve rapidamente e as
nanoparticulas de PLGA se dispersam e se depositam no pulméo, ficando
suscetiveis a capitacao pelos macréfagos (OHASHI, 2009).

ICG/PLGA (ICG/PLGA)YMAN
3 1 2 3
3
“ o
N . . . u H u

5 min

4 hr

12 hr

Figura 22 — Imagens fluorescentes in vivo do pulméo de ratos apds administragdo com as
microesferas ICG/PLGA e (ICG/PLGA)/MAN (OHASHI, 2009).
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A utilizacdo de nano-agregados com nanoparticulas de PLGA e nanoparticulas
modificadas com DOTAP (caracteristicas catidnicas) de PLGA carregadas com
SiRNA mostrou que houve uma melhora no silenciamento de genes em estudo
in vitro., mostrando que a transfecgéo de gene foi realizada com sucesso. O
silenciamento foi maior conforme foi aumentando-se a concentracdo de
DOTAP em células de carcinoma de pulméo do tipo H1299, abrindo uma nova
possibilidade de tratamento para cancer de pulm&o. Porém, o silenciamento
ainda foi menor que com o lipofectamina 2000m, reagente de transfeccéo
comercial (JENSEN, 2010 e JENSEN, 2012).

O encapsulamento de DNAase | em nanoparticulas de PLGA com superficie
modificadas com PGA e dextrina mostraram alta atividade mucolitica em
escarro de fibrose cistica, sendo promissor para o tratamento da fibrose cistica
(OSMAN, 2013).
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6. CONCLUSOES

A utilizagdo de particulas de poliésteres para via inalatoria vem atraindo cada

vez mais o interesse da Industria Farmacéutica.

A producdo de pés-secos baseados em particulas de poliésteres carregadas
com propriedades aerodinamicas adequadas para deposicdo nos alvéolos é

realizada com sucesso pela secagem por spray drying.

Os poliésteres demonstram ser bastante versateis para a utilizacdo na area
biomédica, pois além de serem biodegradaveis e biocompativeis, permitem a
obtencéo de particulas carregadas de proteinas, diversas classes de farmacos,
proteinas, DNA, RNA e toxéides para utilizacdo desde vias de administracédo
mais simples, como a oral, até vias mais complexas, como a pulmonar e a

parenteral.

O encapsulamento de farmacos hidro e lipofilicos em particulas com
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades aerodindmicas adequadas é
realizado com sucesso. O comportamento in vitro e in vivo mostram que a
deposicao, a capitacdo por macrofagos e células alvo e repostas fisiologicas a
essas particulas permitem que sejam utilizadas para aumentar a eficacia do
tratamento de doencgas, como a tuberculose, melhorando a adeséo do paciente

ao tratamento.

O encapsulamento de proteinas, DNA e RNA em particulas, € realizado
mantendo a integridade do AB. As particulas apresentam respostas
interessantes para utilizacdo no tratamento de local de patologias, como a
fibrose cistica, porém estudos de absorcao para acdo sistémica ainda nao sao

realizados.

Os métodos de evaporacdo de solvente para obtencdo principalmente de
nanoparticulas € realizado com sucesso, mas ainda séo limitados em larga
escala e o desenvolvimento de novas tecnologias se fazem necessarias para

se chegar a escala industrial.
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Assim, fica demonstrado que o investimento na tecnologia de spray drying para
a obtencdo de sistemas particulados de poliésteres é promissor e pode levar a
tratamentos mais eficazes e com menos efeitos colaterais para doengcas com

gue ainda nao possuem um tratamento adequado.
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