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RESUMO

O farmaco brometo de ipratropio (BI) é broncodilatador muscarinico
amplamente utilizado no tratamento de doencas pulmonares.
Administrado na forma de solugdo para nebulizacéo, o Bl pode acarretar
glaucoma, em pacientes predispostos. Atualmente ndo estdo disponiveis
no mercado apresentacdes de Bl na forma de pd para inalacdo (DPI),
com isso o presente estudo visou desenvolver microparticulas contendo
BI, utilizando a metodologia de secagem por aspersao, em inglés spray-
drying (SD). Para tanto, confirmou-se a identidade das matérias-primas
e entdo, foi realizado um estudo de interacdo selecionando como
carreadores B-CD, HP-B-CD e QTS. Com os selecionados desenvolveu-
se uma metodologia de superficie de resposta (MSR), obtendo dessa
forma 32 amostras contendo apenas os carreadores. Com a andlise de
rendimento e tamanho de particula, as variaveis foram ajustadas e o Bl
foi incorporado, obtendo assim, 16 formulagdes. A selecdo das
formulagBes mais promissoras foi realizada considerando tamanho de
particula, didmetro aerodindmico, composi¢do, rendimento e
doseamento de farmaco, sendo quatro formulacdes elegidas para os
ensaios mais complexos. Além da caracterizacdo no estado solido, foi
realizada a avaliagdo aerodindmica por meio do Next generation
impactor (NGI), a qual demonstrou que as quatro formulagGes atingem
0s pulmdes, estimou-se ainda, predominio de acdo local. Quanto a
deposicdo pulmonar, foi avaliada por angulo de contato, indicando facil
deposicdo, sendo que todas as amostras apresentam carater hidrofilico.
A liberacdo do Bl foi realizada em células de Franz com membranas de
didlise celuldsicas, onde todas as formulagbes apresentaram potencial de
liberacdo modificada, sendo que as formulagbes contendo QTS
apresentaram maior liberacdo de farmaco e de forma controlada e
progressiva. Dentre as quatro formulacOes selecionadas, demonstraram-
se mais promissoras F14 e F5, compostas por BI/-CD e BI/QTS,
respectivamente. De maneira geral, foi possivel desenvolver
formulagBes DPI de Bl e elucidar interacGes entre os compostos, sendo
0s dados obtidos relevantes na elaboragdo de uma formulagdo
comercial.

Palavras-chave: P¢ para inalagdo. Via pulmonar. Spray-drying.



ABSTRACT

The drug ipratropium bromide (BI) is a muscarinic bronchodilator
widely used in the treatment of lung diseases. Administered as a
solution for nebulization, Bl may lead to glaucoma in predisposed
patients. Currently, there is not a formulation of the drug ipratropium
bromide (BI) in the form of powder for inhalation (DPI), so the present
study aimed to develop microparticles containing Bl, using the spray-
drying (SD) methodology. For this, the identity of the raw materials was
confirmed and an interaction study was carried out selecting $-CD, HP-
B-CD and QTS as carriers. With the selected ones, a response surface
methodology (MSR) was developed, obtaining in this way 32 samples
containing only the carriers. With the analysis of yield and particle size,
the variables were adjusted and the Bl was incorporated, thus obtaining
16 formulations. The selection of the most promising formulations were
done considering particle size, aerodynamic diameter, composition,
yield and drug dosage, then four formulations were chosen to continue
with the more complex assays. In addition to the solid state
characterization, the aerodynamic evaluation was performed by the Next
generation impactor (NGI), which demonstrated that the four
formulations reach the lungs, and also estimated a predominance of
local action. Regarding the pulmonary deposition, it was evaluated by
contact angle, indicating easy deposition, and all samples presented
hydrophilic character. The release of Bl was performed in Franz cells
with cellulosic dialysis membranes, where all formulations had a
modified release potential, and the formulations containing QTS
presented higher drug release and with slow and progressive release
profile. Among the four formulations selected, the most promising were
F14 and F5, composed of BI/B-CD and BI/QTS, respectively. In
general, it was possible to develop DPI formulations of Bl and to
elucidate interactions between the compounds, the data obtained were
relevant in the elaboration of a commercial formulation.

Keywords: Dry powder inhaler. Pulmonary drug delivery. Spray-
drying.
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1 INTRODUCAO

As medicacOes direcionadas a via pulmonar necessitam de
caracteristicas morfolégicas e constitucionais especificas para alcancgar o
sitio de acdo. Quando se trata de um pé para inalagdo isso se torna ainda
mais relevante, visto que ndo ha gas propelente e nem solucdo
nebulizadora que direcione e impulsione a formulacdo aos pulmdes. A
morfologia do p6 juntamente com a pressdo inalatoria exercida pelo
paciente, devem ser capazes de dirigir a medicacdo ao sitio de interesse,
onde o farmaco, muitas vezes complexado ou inserido em matrizes
poliméricas, deve ser depositado e liberado para que haja efeito
terapéutico (NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

A fim de garantir que a medicacdo de interesse alcance a porcéo
pulmonar requerida, é necessério realizar um estudo referente a
aerodindmica da formulagdo, para tanto, sdo utilizados aparatos
especificos pelos quais é possivel avaliar o perfil aerodindmico da
medicacdo e prever como sera a orientagao e deposicdo no organismo do
paciente (BISGAARD; O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001).

Ademais, se faz necessaria a caracterizacao fisico-quimica desses
solidos. Realizada por meio de técnicas experimentais, as quais
permitem a analise de interacfes entre os compostos, estabilidade
térmica, identidade cristalogréafica dos compostos e formulages, dentre
outros  resultados  obtidos (BISGAARD; O’CALLAGHAN;
SMALDONE, 2001; NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

O brometo de ipratropio (Bl) é um derivado atropinico, que
apresenta a vantagem de produzir broncodilatacdo local, sem efeitos
sisttmicos relevantes. No mercado estdo disponiveis apenas
formulagbes em aerossol ou solugbes nebulizadoras desse farmaco,
sendo essa Ultima a forma mais utilizada. Alguns trabalhos apresentam
formulagdes contendo Bl na forma de p6 para inalagdo, porém nenhum
faz um estudo amplo acerca das particulas desenvolvidas, sendo sempre
direcionados a uma area da ciéncia (TAYLOR, Michael K; HICKEY;
VANOORT, 2006; VINJAMURI; HAWARE; STAGNER, 2016).

Quando em contato com os olhos, sob uso cronico, o Bl pode
causar glaucoma em individuos pré-dispostos a doenca. Por isso, além
da reducéo de efeitos colaterais, a forma farmacéutica p6 para inalacdo é
de f&cil manuseio e transporte, comparada as solucbes para nebulizacéo,
apresenta inicio de agdo mais rapido e pode manter o efeito terapéutico
por horas (KOLA et al., 2017; OKSUZ et al., 2007).
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver por spray-drying microparticulas direcionadas a via
inalatéria, utilizando como principio ativo brometo de ipratropio,
caracterizar as formulagBes promissoras quanto ao estado solido,
aerodinamica, liberacdo e deposicao.

1.1.2 Objetivos especificos

= Caracterizar o farmaco e 0s excipientes por meio de metodologias
de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria
(TGA), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e difratometria de
raios-X (DRX);

= Avaliar as interagdes entre os compostos utilizando técnicas do
estado sélido, docagem molecular, estudo de solubilidade de fases e
aplicando a teoria de Flory-Huggins;

= Utilizar o delineamento experimental no desenvolvimento de
formulagdes por spray-drying;

= Selecionar as melhores formulagdes, considerando tamanho de
particula, didmetro aerodindmico, composicdo, rendimento e
doseamento, para estudos in vitro de liberacdo de Bl e andlise
aerodinamica;

= Caracterizar as formulagdes selecionadas por metodologias do
estado sélido, sendo essas DSC, TGA, FTIR, DRX, MEV e pichometria
de gas;

= Determinar variaveis aerodinamicas de fracdo emitida (FE),
fracdo de particulas finas (FPF), fracdo respiravel (FR), diametro
aerodindmico massico médio (DAMM) e desvio padrdo geométrico
(DPG) das formulacdes selecionadas;

= Avaliar a liberacdo do farmaco utilizando células de Franz com
membranas celulosicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ANATO-FISIOLOGIA DO SISTEMA RESPIRATORIO

O sistema respiratério se inicia na regido nasal, seguida de
faringe, laringe e traqueia, onde ocorre a divisdo em brénquios direito e
esquerdo, formando os pulmdes. Estes sdo compostos por bronquiolos
menores, terminados por bronquiolos terminais profundos, nos sacos
alveolares (NOKHODCHI; MARTIN, 2015; OLIVEIRA, 2016).

A Figura 1 traz a representacdo anatdmica e as duas formas mais
comuns de categorizar o sistema respiratorio. Ao fragmenta-lo em vias
respiratorias superior e inferior, tendo como referéncia a caixa toracica,
se expbe uma perspectiva anatdbmica desse sistema. Entretanto, ao
dividi-lo em zonas de condugdo e respiratoria, & assumida uma visdo
fisioldgica do sistema respiratério (NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

Figura 1 - Representacdo anatdmica do sistema respiratorio e subdivisdo em
vias respiratdrias e regides.
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Fonte: Adaptado de Bisgaard, O’Callaghan & Smaldone (2001).

Da cavidade nasal até a laringe ocorre a filtragdo de particulas
maiores, 0 aguecimento e o direcionamento do ar inalado. A traqueia e
0s brénquios sdo responsaveis pela conducdo do ar e das minusculas
particulas inaladas. Constituido de ramificacbes dicotdmicas, o0s
brénquios e bronquiolos possuem imensa &area superficial, devido &
presenca das células ciliadas caliciformes, estas sdo secretoras de muco.
Em condic6es ndo patoldgicas, a camada de muco apresenta entre 0,5 e
5 um, e¢ ¢ composta por glicoproteinas, proteinas, lipideos e agua,
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expelido em direcdo a traqueia por meio de movimentos ciliares
ritmados (NOKHODCHI; MARTIN, 2015; OLIVEIRA, 2016).

O direcionamento do muco para a traqueia e posteriormente ao
trato gastrointestinal, remove as particulas retidas nessa regido. As
trocas gasosas ocorrem nos bronquiolos terminais, ductos e sacos
alveolares (BISGAARD; O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001;
NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

Os alvéolos apresentam area superficial de aproximadamente 100
m2, em adultos, para realizacdo de trocas gasosas, nesse local ocorre a
absorcao de substancias com agdo sistémica. Nos alvéolos ndo ha muco,
0 epitélio achatado é constituido por pneumdcitos tipo I, barreira de
trocas gasosas entre tecido e capilares, pneumdcitos tipo Il, secretores
de surfactante pulmonar, que reduz a tensdo superficial do ar inspirado e
do liquido pulmonar. Ademais, os macréfagos alveolares realizam a
depuracdo de material particulado aos linfonodos ou a traqueia
(NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

A circulacdo sanguinea pulmonar é responsavel pelo transporte
de oxigénio para todo o organismo e por eliminar didxido de carbono
produzido pelos diferentes 6rgdos e tecidos. Todavia, além do oxigénio,
outros gases e materiais particulados podem ser absorvidos
sistemicamente (NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

Compreender o sistema respiratério anatdmica e fisiologicamente
é essencial no desenvolvimento de medicacdes de tratamento local ou
sistémico, administrados por essa via.

2.2 DIRECIONAMENTO DAS PARTICULAS PELO SISTEMA
RESPIRATORIO

A aerodindmica das particulas depende de aspectos fisicos como
a arquitetura individual do sistema respiratorio, da pressao exercida para
inalar as particulas e do tipo de dispositivo inalatério (EINBERGER;
COCKRILL; MANDEL, 2019).

Considerando tais aspectos, a literatura aponta que particulas
menores que 2 um acabam sendo expelidas com a respiragcdo e nédo
atingem o sitio de agdo, particulas maiores de 5 um tendem a ficar
retidas na faringe, de 2 a 5 um as particulas atingem o sitio de acéo do
farmaco no pulmdo, com o minimo de efeitos colaterais sistémicos
(BISGAARD; O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001; EINBERGER;
COCKRILL; MANDEL, 2019).

As particulas ndo depuradas pelos macrofagos e células ciliares,
sdo depositadas nos bronquiolos e alvéolos, onde os farmacos s&o
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liberados e agem local ou sistemicamente. O processo de deposi¢do
pode ocorrer por quatro mecanismos, sdo eles: impactacéo,
sedimentacdo, intercepgdo e difusdo (Figura 2) (BISGAARD;
O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001; KWOK; CHAN, 2017).

A impactacdo é dependente do fluxo do ar, em geral, ocorre com
particulas maiores que 5 pum, nas regido orofaringea e inicio da
traqueobrénquica, pela alta velocidade do ar e fluxo turbulento (Figura
2) (BISGAARD; O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001; KWOK;
CHAN, 2017).

Em particulas entre 5 ¢ 0,5 pm prevalece a sedimentacdo como
mecanismo de deposicdo, ocorrendo em regibes traqueobrénquica
profunda e alveolar. Nessas regifes, o fluxo de ar ja ndo € tdo intenso,
por isso a forca predominante na deposicdo dessas particulas é a
gravitacional. Sendo assim, além do tamanho da particula, a densidade
pode afetar em sua deposicio (BISGAARD; O’CALLAGHAN;
SMALDONE, 2001; KWOK; CHAN, 2017).

Figura 2 - Mecanismos de deposicdo das particulas no sistema respiratdrio e
etapas desde a deposicéo até a interagdo do fA&rmaco com o receptor.
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A intercepcdo ocorre quando as particulas tém formas ndo
circulares e alongadas. Devido a sua morfologia alongada, as particulas
sdo depositadas em regides superiores do sistema respiratério, por ndo
apresentarem aerodinamica favoravel para percorrer as ramificacdes
brénquicas e alveolares (Figura 2) (BISGAARD; O’CALLAGHAN;
SMALDONE, 2001; KWOK; CHAN, 2017).

O mecanismo de difusdo é causado pelo movimento browniano,
em particulas menores que 0,5 pm, ocorrendo na regido alveolar. O
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movimento browniano é inversamente proporcional ao tamanho da
particula, assim, quanto menor a particula maior probabilidade de
colisdio com o epitélio alveolar e ocorrer deposicdo (BISGAARD;
O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001; KWOK; CHAN, 2017).

Seguida da deposicdo, ocorre a liberacdo do farmaco da
formulagdo, quando esse se encontra em uma matriz carreadora. Nos
casos de formulacdes compostas apenas pelo farmaco, a liberagdo é
ausente, ocorrendo diretamente a solubilizacdo, dissolucdo, interacdo
e/ou absorcdo. A liberacdo do farmaco pela matriz carreadora depende
de sua composicao, caracteristicas do meio e do farmaco, além das
interacbes quimicas envolvidas nesse processo (BISGAARD;
O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001; KWOK; CHAN, 2017).

Quando o farmaco estd em contato com o tecido pulmonar, pode
ocorrer a absorgdo sistémica, se nos alvéolos, ou pode interagir com
receptores pulmonares, tendo assim acdo local (BISGAARD;
O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001; KWOK; CHAN, 2017).
Dentre as classes de receptores pulmonares mais importantes estdo os -
adrenérgicos, muscarinicos, histaminicos, receptores glicocorticéides,
leucotrienos 1 e receptores de prostaciclinas. A acdo de alguns
receptores pode ser alterada em distintas patologias pulmonares e, a
acdo dos farmacos nesses receptores busca a homeostasia do sistema,
com o minimo de acdo sistémica, gerando menos efeitos colaterais
(EINBERGER; COCKRILL; MANDEL, 2019).

Além disso, outros fatores estdo presentes na eficacia de
formulages inalatdrias. A existéncia de muco e surfactante no sistema
respiratério influencia a deposicdo e depuracdo de particulas,
dissolucdo, solubilidade e absor¢do dos farmacos. Forgas de coesdo e
adesdo entre as particulas impactam na deposicdo e preservacdo do
tamanho de particula (BISGAARD; O’CALLAGHAN; SMALDONE,
2001; KWOK; CHAN, 2017).

Algumas metodologias de avaliagdo aerodindmica sdo capazes de
estimar se o comportamento das formulacGes tende a acdo local ou
absorcdo sistémica, melhor discutido no item 2.5.

2.3 PRODUQAO DE MICROPARTICULAS PARA
ADMINISTRACAO PULMONAR

Existem trés principais formas farmacéuticas inalatorias: solucéo
para nebulizagdo, inaladores dosimetrados pressurizados (pressurized
metered dose inhalers (pMDI)) e pé para inalacdo (do inglés, dry
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powder inhaler (DPI)) (Figura 3) (KWOK; CHAN, 2017; TELKO;
HICKEY, 2005).

As solucBes para nebulizagBes sdo compostas por um ou mais
farmacos, agua purificada e conservantes. Para administracdo dessas
solugBes € necessario um dispositivo nebulizador elétrico ou gas
medicinal, o tempo necessario para a nebulizagéo é variavel. A acdo dos
farmacos inicia ap6s alguns minutos de nebulizacdo, sendo o tempo de
acdo caracteristico de cada farmaco (TELKO; HICKEY, 2005).

Figura 3 - Dispositivos utilizados na administracdo de medicamentos pela via
inalatoria.
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Inaladores dosimetrados pressurizados s&o compostos por um ou
mais farmacos e um gas propelente, sendo mais utilizado o norflurano.
Em geral, apresentam aerossol com tamanho de particula
monodispersivo, porém, nesse tipo de formulagdo a liberagéo controlada
de farmacos € impossibilitada. Os farmacos veiculados por esse tipo de
forma farmacéutica sdo aqueles usados em periodos de crise da
patologia, pois exigem uma ag¢do rapida (TELKO; HICKEY, 2005).

Os p0s para inalacdo sdo compostos pelo farmaco isolado, pela
mistura de carreador e farmaco ou por particulas contendo o farmaco em
uma matriz carreadora. Quando o farmaco esta em uma matriz
carreadora, as particulas tém tamanho reduzido, o que prejudica o fluxo
da formulagdo, por isso, sdo utilizados excipientes de granulometria
maior, responsaveis por impulsionar as particulas para o interior dos
pulmdes. Dentre os excipientes, a lactose é a mais utilizada, devido a
seu gosto agradavel, biocompatibilidade, boa aerodinamica, capacidade
de manter as particulas menos agregadas e outras vantagens (KWOK;
CHAN, 2017; NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

A eficiéncia desse tipo de forma farmacéutica é dependente de
diversos fatores que envolvem o paciente, as particulas, o dispositivo
inalatério e até mesmo a capsula reservatério da formulacdo. Todavia,
os farmacos veiculados nesse tipo de formulacdo podem apresentar
maior tempo de a¢&o, devido a sua deposi¢do e matriz carreadora. Nesse
sentido, novas formulacfes de pd para inalagdo tém buscado a liberacdo
prolongada de alguns farmacos, diminuindo o nimero de aplicagdes
diarias, mantendo a concentragéo basal do fA&rmaco e, melhorando assim
a qualidade de vida dos pacientes (KWOK; CHAN, 2017;
NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

Como a morfologia esférica apresenta melhor desempenho
aerodindmico, a producdo de microparticulas para via inalatéria €
realizada por técnicas de coesferonizacdo, obtendo assim, formulagdes
homogéneas e com tamanho de particula menor (KWOK; CHAN, 2017;
NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

A moagem é o mais comum e antigo método utilizado para obter
formulagdes DPI, entretanto, outros métodos demonstram melhor
estabilidade e menor dispersdo no tamanho de particula. Métodos de
secagem de solucBes sdo amplamente utilizados, sendo o spray drying
(SD) o mais facilmente escalondvel (KWOK; CHAN, 2017,
NOKHODCHI; MARTIN, 2015).
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2.3.1 Spray-drying (SD)

Para o desenvolvimento da metodologia de SD, ou secagem por
aspersdo, € elaborada uma a solugéo ou suspensdo de alimentacdo, que
pode ser composta pelo farmaco isolado, um ou mais carreadores. Esses
conferem uma matriz de onde o farmaco devera ser liberado, sendo
assim selecdo de carreadores é essencial para obter o produto final com
as caracteristicas requeridas.

No processo de secagem por SD (Figura 4), a solucao/suspensdo
de alimentacdo é bombeada para camara de secagem por meio de uma
agulha, a qual tem a funcédo de formar uma aspersao/aerossol, a secagem
da aspersdo ocorre na camara de secagem, que se encontra sob alta
temperatura. As particulas sélidas sdo separadas ao percorrer o ciclone,
sendo que particulas mais densas sdo coletadas pelo filtro de exaustao
(filtros HEPA) e as menos densas sdo direcionadas ao frasco coletor
(KWOK; CHAN, 2017; NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

Figura 4 - Esquema do equipamento spray-dryer e cinética de formacdo das
particulas.
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Fonte: Adaptado de Sosnik & Seremeta (2015); Singh & Mooter (2016) e
Paudel et. al. (2012).

Para compreender como as variaveis do processo influenciam nas
caracteristicas das particulas, é necessario entender como as particulas
sdo formadas na técnica de SD. O liquido quando atomizado forma
pequenas goticulas, as quais sdo aquecidas rapidamente ao alcancar a
camara de secagem, nesse periodo a taxa de secagem é constante e ndo
h& mudanca na massa das particulas. O solvente presente na superficie,
porém nao ligado a ela, é evaporado. Por conseguinte, ocorre a migracéo
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do solvente presente no interior das goticulas/particulas para a
superficie, por difusdo e fluxo capilar. Ao atingir teor de umidade
critico, se inicia a taxa de queda, onde o solvente evaporado fazia parte
do conteldo da particula (Figura 4) (SINGH; MOOTER, 2016).

A medida que as particulas sdo formadas na camara de secagem,
0 gas de arraste é umidificado, fato que pode impedir o escape do
solvente do interior da goticula, solidificando a particula antes da
completa secagem. Considerando formulagbes que necessitam de
amorfizacdo do farmaco, a taxa de secagem pode determinar a completa
e estavel amorfizacdo da amostra (PAUDEL et al., 2012; SINGH;
MOOTER, 2016).

Evidéncias empiricas baseadas em calculos dividem a cinética de
secagem por SD em trés etapas (Figura 5). O estagio 1 inicia quando a
goticula atinge o teor de umidade critico, a massa de solvente
concentrada na superficie da goticula/particula é evaporada. Por difuséo,
o solvente do interior da goticula/particula alcanca a superficie e é
evaporado, entretanto, a partir dessa etapa ndo ha modificacdo do
tamanho de particula, caracterizando o estagio 2 (PAUDEL et al., 2012).

No estagio 2, a transferéncia de calor aumenta a temperatura da
particula, facilitando a evaporacdo do solvente, ainda assim, em casos de
crostas resistentes nas particulas, a reducdo do nivel de umidade ocorre
até o equilibrio, sendo que o contetdo de solvente ligado fortemente
pode ndo ser removido pela secagem. A pressao interna acumulada pela
evaporagdo do solvente pode aumentar a ponto de inflar e/ou fragmentar
as particulas e a morfologia esférica da particula é perdida (PAUDEL et
al., 2012).

O estagio 3 é caracterizado pela particula solida, no qual ndo ha
mudanga na massa das particulas, pois ndo existem mais etapas de
secagem (PAUDEL et al., 2012).

Como exposto, a morfologia das particulas tem como
determinante a taxa de secagem (Figura 5), secagens lentas tendem a
formar particulas mais densas, as quais tém seus sélidos organizados
pelo efeito tetris, onde as interacdes entre 0s compostos determinam a
organizagdo da particula (PAUDEL et al., 2012).

Quando o efeito tetris é predominante a separacdo de fases, a
nucleacdo e recristalizacdo dos compostos sdo impulsionadas.
Considerando essas duas caracteristicas, a secagem lenta ndo ¢ indicada
para formacdo de particulas inalaveis, por serem densas e pouco
homogéneas (PAUDEL et al., 2012).
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A secagem lenta ocorre quando a concentracdo de sélidos no
liquido é baixa, aliada a uma taxa de alimentacdo alta, se a temperatura
ndo for alta o suficiente a secagem tende a ser dificultada. Entretanto,
guando a taxa de secagem € baixa, a concentracdo de sdlidos ¢ alta e a
temperatura de entrada e saida sdo altas o suficiente para secar as
goticulas rapidamente. Para amorfizacdo efetiva do farmaco as
temperaturas de entrada e saida devem ser mais altas do que a
temperatura de recristalizacdo do mesmo (SINGH; MOOTER, 2016).

Na secagem rapida ocorre o efeito rush hour onde a rapida
evaporagdo do solvente condiciona a rapida difusdo do solvente interior
para a superficie, realizando uma mistura turbulenta dos compostos, que
reorganizados apresentam baixa possibilidade de recristalizagdo. A
permeabilidade do solvente e interagcdo deste com 0s compostos tende a
gerar particulas ocas ou porosas, ambas de baixa densidade (SINGH,;
MOOTER, 2016).

2.3.1.1 Variaveis criticas do processo de SD

Um processo com um grande ndmero de varidveis, como SD,
pode ser ajustado para desenvolver o produto final com todas as
caracteristicas desejadas. Os ajustes nos parametros do equipamento,
como temperatura de entrada e aspiracdo, ou relativas a
solucdo/suspensdo de alimentacdo, como a composi¢do e concentracdo,
podem gerar particulas de distintas densidades, tamanhos de particula,
porosidade, afinidade, mucoadesividade, entre outras (PAUDEL et al.,
2012; SINGH; MOOTER, 2016; MEZHERICHER; LEVY; BORDE,
2010).

A selecio do solvente deve considerar sua toxicidade e a
solubilidade dos compostos no mesmo. A incompleta solubilizacéo e a
precipitacdo dos compostos pode aumentar a viscosidade do liquido, que
guando processado gera particulas de conteddo pouco homogéneo
(PAUDEL et al., 2012; SINGH; MOOTER, 2016)

Quanto ao soluto, tanto a composicdo quanto a concentracdo
podem originar particulas com densidades, morfologia, tamanho e
rendimento variados. Em geral, sdo adicionados o farmaco e mais um
carreador na preparacdo de formulagdes pulmonares, entretanto,
misturas terciarias também podem constituir esse tipo de formulagdo
(PAUDEL et al., 2012; SINGH; MOOTER, 2016; MEZHERICHER,;
LEVY; BORDE, 2010).

A adicdo de surfactante pode ser realizada se o farmaco for pouco
soltvel, porém esse deve ser biocompativel com os epitélios do sistema
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respiratorio e adicionado em pequenas quantidades, melhorando assim a
solubilidade, dissolucdo e podendo auxiliar na formacdo de micelas.
Elevadas concentragdes de surfactante podem aumentar o tamanho de
particula e propiciar a cristalizacdo do farmaco (PAUDEL et al., 2012;
SINGH; MOOTER, 2016; MEZHERICHER; LEVY; BORDE, 2010).

Essencialmente, a misturas dos compostos em meio liquido deve
ser estavel e homogénea, garantindo dessa forma que as particulas sejam
formadas de maneira igual do inicio ao fim do processo (PAUDEL et
al., 2012; SINGH; MOOTER, 2016). Mais efeitos a respeito do soluto
serdo apresentados no item 2.4.

A taxa de alimentacdo coordena o fluxo com que a secagem
ocorrerd, depende da concentracdo da solucdo e do fluxo de ar, o qual é
representado no equipamento pelo fluxo do rotametro e pela aspiracéo,
contudo também é diretamente dependente da viscosidade da
solucdo/suspensdo. Sendo assim, quando o fluxo de secagem ¢é
aumentado, porém a solucdo/suspensdo estd concentrada, obtém-se
tamanhos de particulas maiores e com maior umidade, isso devido a
temperatura de saida ndo suprir a demanda de secagem (SINGH;
MOOTER, 2016).

A temperatura de entrada é responsavel pela secagem das
goticulas, por isso, a forma e tamanho das particulas esta relacionada
diretamente com essa. Além disso, a temperatura de entrada e de saida
sdo varidveis fortemente influentes na amorfizacdo do farmaco (SINGH;
MOOTER, 2016).

Existem ainda varidveis relacionadas as condi¢bes do
equipamento, como a composicdo do gas e atomizador utilizados
(PAUDEL et al., 2012; SINGH; MOOTER, 2016).

2.4 CARREADORES APLICADOS NO DESENVOLVIMENTO DE
DPlIs

Em formulagbes DPl os carreadores sdo uma categoria de
excipientes responsaveis pelo direcionamento do insumo ativo (IA) aos
pulm@es. Até poucos anos atras a LAC era o Unico carreador utilizado
nesse tipo de formulagdo, por possuir aerodinamica favoravel,
biocompatibilidade e custo baixo. No entanto, além de carrear farmacos,
atualmente esses excipientes sdo usados para modelar propriedades
intrinsecas do principio ativo (NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

A selecdo dos carreadores € uma das etapas mais importantes no
desenvolvimento de formulagdes DPI, ja que esses podem modelar a
liberacdo, auxiliar na solubilidade e proteger o IA fisico-quimicamente.
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Contudo, a toxicidade dos carreadores ao tecido pulmonar é um fator
decisivo na escolha da composicdo, bem como a aerodindmica,
interacdo com o farmaco, palatabilidade, entre outros.

O aumento de pesquisas nessa area se deve ndo s6 ao avanco da
ciéncia, como também ao envelhecimento da populacgdo. Para pacientes
multimedicalizados a via inalatéria é uma boa alternativa, por diminuir a
intensidade de efeitos colaterais, quando se requer administracdo de
forma invasiva, como a insulina, e, para pacientes com doencas
pulmonares cronicas, a liberacio modificada permite que o
medicamento seja administrado com menor frequéncia (EINBERGER,;
COCKRILL; MANDEL, 2019; NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

As estratégias de otimizacdo dessa forma farmacéutica podem
incluir a reducdo do tamanho de particula a micro e nanoparticulas,
nanocristais, nanoclusters, formacdo de micelas, lisossomas, matrizes
poliméricas, entre outras (NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

2.4.1 Lactose

Compostos glicosideos desempenham de maneira satisfatéria a
funcéo de carreadores em DPI. Em geral, apresentam paladar adocicado,
0 que confere melhor aceitacdo pelos pacientes, 6timas propriedades de
fluxo, baixo indice de incompatibilidades com os insumos ativos, baixo
custo e biocompatibilidade (BOER; CHAN; PRICE, 2012).

A LAC (Figura 5) é um dissacarideo de origem animal, utilizado
nas areas de quimica, farmacia, alimentos e outras. Composto pelos
acucares galactose e glucose, unidos por uma ligacdo glicosidica.
Cristaliza de formas distintas e gera polimorfos, tais formas apresentam
propriedades fisicas, quimicas e reoldgicas distintas, pelas quais €
possivel tanto identifica-las quanto seleciona-las para a finalidade
desejada (DFE PHARMA, 2013).

Figura 6 - Formula estrutural da lactose.
OH
CH,0H

H

a-Lactose

Fonte: Royall (2017).
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Por ser o carreador inalatério mais antigo, ainda que ndo seja
utilizado na composicdo da matriz carreadora, faz parte da formulag&o.
E usado com granulometria que possibilite o direcionamento das
particulas a partir da parte inferior do sistema respiratorio e, a
desagregacdo das particulas NOKHODCHI; MARTIN, 2015).

2.4.2 Ciclodextrinas

Produzidas por degradacdo enzimatica do amido, as
ciclodextrinas (CDs) apresentam de seis a oito unidades de glicose,
formando oligossacarideos ciclicos, que devido a auséncia de rotacdo
livre exibe a forma tronco-conica. A forma a-CD possui seis unidades
de glicose, enquanto a B-CD sete e, a y-CD oito unidades (Figura 6).
Além disso, ja foram descritos derivados metilados, hidroxialquilados,
ramificados, hidrofébicos, etilados, ionizdveis e acilados (VEIGA,
PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

A cavidade central das CDs é chamada de hidrofdbica, visto que
em solugBes aquosas, regides hidrofobicas de moléculas menores séo
atraidas para o interior da cavidade, formando complexos de inclusdo. A
parte externa, por sua vez, apresenta caracteristicas mais hidrofilicas. A
diferenca de polaridade na mesma molécula permite que compostos com
caracteristicas polares e/ou apolares interajam com as CDs (LU et al.,
2016; VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

Figura 7 - Estrutura quimica e conformacéo espacial das ciclodextrinas.
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Fonte: Venturini et al. (2008).
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A solubilidade aquosa das CDs é variavel, sendo igual a 14,5
¢/100 mL para a-CD, 1,85 g/100 mL para $-CD e de 23,2 g/100 mL
para y-CD, dados referentes a temperatura de 25 °C. A modificacdo das
CDs pode aumentar ou diminuir a solubilidade em agua, de acordo com
o0 grupo inserido (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

As etapas que norteiam a formacdo desses complexos incluem a
aproximacdo das moléculas, rompimento das ligacfes intermoleculares
realizadas com o solvente, incluindo as moléculas de &4gua presentes na
cavidade hidrofébica da CD e, a interagdo entre 1A e CD. Esse processo
¢ dinamico e continuo, sendo que a velocidade e estabilidade da
formacdo dos complexos sdo dependentes de fatores estereoquimicos
das moléculas envolvidas (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

Essa classe de moléculas é amplamente utilizada na indistria
farmacéutica por melhorar a solubilidade, dissolucdo e
biodisponibilidade de farmacos poucos soliveis. Além disso, por serem
compostas por aclcares, as CDs melhoram a palatabilidade das
formulagdes, requerido em diversas formas farmacéuticas, inclusive em
DPI, propiciando mais adesdo ao tratamento (VEIGA; PECORELLI;
RIBEIRO, 2006). Contudo, em formula¢des pulmonares as CDs tém
apresentado bons resultados.

Kadota e colaboradores (2017) produziram formulagdes com [3-
CD e metil-B-CD (M-B-CD), para veiculacdo de izoniazida e
rifampicina pela via inalatoria, obtiveram excelente desempenho
aerodinamico, quando comparado aos pds isolados e ndo processados,
particulas porosas de tamanho reduzido (KADOTA et al., 2017).

A rifampicina também foi utilizada como principio ativo por
Tewes et. al. (2008), onde a complexacdo foi realizada com
hidroxipropil--CD (HP-B-CD). No trabalho além das caracteristicas
fisico-quimicas e aerodinamicas, culturas de células permitiram avaliar a
solubilidade do farmaco no tecido, o transporte transmembrana € a
integridade do tecido na presenca de CDs. Foi observado aumento da
solubilidade aparente da rifampicina, constatando-se que a presenca de
CDs ndao melhora a absorcdo, porém possibilita que o farmaco
permaneca mais tempo em contato com a membrana. Além disso, a
integridade do tecido foi mantida, sem indice de toxicidade (TEWES et
al., 2008).

Insulina complexada com HP-B-CD, microparticulada com o
polimero PLGA (poli(acido latico-co-acido glicélico)) apresentou
liberacdo aumentada e prolongada em fluidos simulados do sistema
respiratorio e em estudos in vivo. Nesse trabalho Ungaro e
colaboradores (2009) nao observaram efeitos tdxicos agudos na
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presenca dos compostos, entretanto, os autores salientaram a
necessidade de estudos a longo prazo (UNGARO et al., 2009).

Estudos de permeabilidade e toxicidade considera que a absorgéo
sisttmica de CDs naturais é segura, enquanto que a p-CD metilada
randomicamente (RM-B-CD) é toxica. Contudo, foi demonstrado que a
hidroxialquilacdo das CDs diminui a toxicidade natural sistémica das
CDs (MATILAINEN; JARHO, 2006).

Dufour e colaboradores (2015) desenvolveram particulas por SD
contendo budesonida complexada com HP-B-CD, além da alta
performance aerodindmica e estabilidade fisico-quimica, essas
microparticulas apresentaram permeabilidade em células Calu-3
humanas (epitélio bronquial) reduzida inicialmente, porém com
prolongamento do tempo de ac¢do, isso devido ao equilibrio de farmaco
na superficie da célula. O efeito inflamatdrio da budesonida em ratos foi
avaliado com administracdo intra-nasal e, os resultados demonstraram
gue quando em complexo, sdo necessarios 2,5 vezes menos farmaco
para gerar o mesmo efeito anti-inflamatorio (DUFOUR et al., 2015).

2.4.3 Quitosana

Obtida por meio da desacetilagdo da quitina, a quitosana (QTS,
Figura 8) é um polimero natural de origem animal e fungica. Sua
solubilidade é dependente da protonacdo do grupo amino da molécula,
gue ocorre em pH igual ou menor a 6,5, em meio aquoso. O nivel de
protonacdo e as interagdes possibilitadas por esse fenébmeno conferem
versatilidade a molécula, a qual é utilizada em diversas areas da ciéncia
em distintas funcbes (GRENHA et al., 2010; HARRIS; ACOSTA;
HERAS, 2013).

Na 4area farmacéutica é amplamente utilizada por ser
biodegradavel e compativel, filmogénica e mucoadesiva, antibacteriana,
antioxidante, anticolesterolémica e apresentar vantagens na absor¢do de
alguns IAs (HARRIS; ACOSTA; HERAS, 2013).

Em pHs acima de 6,5, 0s grupos catibnicos interagem com
componentes de cargas negativas da superficie em contato, tornando-se
insoltvel. No caso do organismo humano, a mucina é esse componente
negativo presente no limen de diversos érgdos, como intestino e
pulméo. A mucoadesividade da QTS promove maior tempo de contato
entre 0 A e o sitio de acdo. Além disso, pode reter agua e auxiliar na
solubilizacdo e dissolugdo do farmaco (GRENHA et al., 2010; HARRIS;
ACOSTA; HERAS, 2013).
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Figura 8 - Reacdo de desacetilacéo da quitina, formag&o de quitosana.
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Fonte: Adaptado de Nilsen-Nygaard et al. (2015).

Além disso, as moléculas de QTS podem interagir com receptores
nas juncdes tight, que sdo estruturas proteicas das membranas biol6gicas
que conferem a semi-permeabilidade das mesmas. Ao interagir com
essas estruturas, induzem a dissociacdo temporaria das juncdes,
aumentando assim a permeabilidade da membrana e, consequentemente,
podendo influenciar na acéo do farmaco (GRENHA et al., 2010).

Essas macromoléculas sdo divididas de acordo com sua massa
molar, sendo de baixa massa molar entre 50000 e 190000 g/mol, de
média massa molar entre 190000 e 310000 g/mol e de alta massa molar
acima de 310000 g/mol. Alguns estudos demonstraram que QTS de
baixa massa molar apresenta menor ativacdo de macrofagos e menor
toxicidade tecidual. Com relacéo a liberacdo de farmaco, eficiéncia de
encapsulaco e estabilidade deve ser determinada de acordo com o IA,
ja que também pode apresentar diferencas (CHANG et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017).

Como visto na sec¢do 2.2, a depuracdo das particulas no sistema
respiratério ocorre, porém ainda assim, pode ocorrer o acumulo de
particulas estranhas ao organismo, o que pode acarretar em danos a
curto e longo prazo. Por isso, a utilizagdo de polimeros em formulagdes
pulmonares somente é permitida quando estes sdo degradados,
absorvidos e de baixa toxicidade.

Rawal et. al. (2018) desenvolveram nanoparticulas de QTS
contendo bedaquilina para o tratamento tuberculose, as quais ndo
exibiram toxicidade em células de tecido pulmonar humano, nem em
6rgéos de ratos, em ensaio in vivo realizado a longo prazo, utilizando
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dose maxima equivalente 3135 mg de formulagdo por quilograma de
massa dos animais do estudo (RAWAL; PATEL; BUTANI, 2018).

2.5 AVALIACAO DA AERODINAMICA

Ao inalar uma medicagdo DPI, os agregados de particulas
ativas/farmacos e excipientes sdo segregados e formam um aerossol.
Esse aerossol é formado por microparticulas contendo principio ativo e
por particulas maiores, os excipientes. A mistura de particulas menores
e maiores melhora o fluxo do aerossol e direciona as particulas ativas
aos pulmdes, como demonstrado na Figura 9 (BISGAARD;
O’CALLAGHAN; SMALDONE, 2001).

Figura 9 - Desagregacéo das particulas e formacédo do aerossol.
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Fonte: Adaptado de Bisgaaard & Callaghan (2001).

Com o objetivo de avaliar a aerodinamica dos aerosséis formados
foram desenvolvidos testes in vitro, os quais estdo descritos na
Farmacopéia Européia. S&o descritos quatro tipos diferentes de sistemas
gue avaliam caracteristicas aerodinamicas de formulagdes inalatérias,
denominadas Aparato A — glass impinger, Aparato C - multi-stage
liquid impinger, Aparato D - Andersen cascade impactor (Figura 10) e
Aparato E - Next Generation Pharmaceutical Impactor (NGI)
(European Pharmacopeia, 2005; OTAKE et al., 2016).

As similaridades entre os sistemas estdo nas extremidades, a
inicial consta de um bucal, onde o dispositivo inalatério é acoplado, a
final é composta pela saida de ar, onde é conectada uma bomba com
pressdo negativa, que simula a inspiracdo humana. Quanto aos aparatos,
cada um foi evoluindo na mensuragdo da aerodindmica, com o objetivo
de obter mais dados e se igualar cada vez mais com o sistema
respiratério. Apos simular a inspiracdo da formulacdo, é realizada a
guantificacdo de farmaco em todos 0s estagios, inclusive na capsula e
dispositivo, obtendo assim o balanco de massa (OTAKE et al., 2016).
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Buscando assemelhar-se com a geometria pulmonar de maneira
simples, o aparato A, glass impinger, é fabricado em vidro com
dimensfes e volumes especificos, trata-se do aparato mais antigo. A
divisdo béasica do glass impinger consta de cavidade oral, garganta e
pulmdes. O farmaco é quantificado em todos os estagios, traz a
informacdo se a formulacdo é capaz ou ndo de atingir os pulmdes
(OTAKE et al., 2016).

Figura 10 - Aparatos descritos pela Farmacopeia Europeia para avaliar a

aerodindmica de formulacdes inalatdrias.
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Fonte: Adaptado da Farmacopeia Europeia (2005).

Os aparatos C, D e E concedem algumas informagdes adicionais
sobre 0s pds avaliados, sdo fabricados majoritariamente em ago
inoxidavel, apresentam etapas mais complexas com distintos tamanhos
de poros, pelos quais a formulacéo percorre. A quantificacdo de farmaco
nos estagios e o tamanho dos orificios permitem que sejam realizados
célculos relacionados ao tamanho de particula (European
Pharmacopeia, 2005).

Esses aparatos apresentam inicialmente a porta de inducéo, com a
geometria de boca e garganta, direciona as particulas ao estagio inicial,
0 pré-separador, responsavel por reter particulas grandes, de maneira
geral os excipientes (European Pharmacopeia, 2005).

O aparato C é composto, além do pré-separador, por mais quatro
estagios, cada um contendo seis orificios de 2,70 mm. O aparato D é
constituido por mais sete estagios, com orificios entre 1,89 e 0,254 mm.
Ambos o0s aparatos tém seus estagios organizados verticalmente.
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Composto pela porta de inducédo, pré-separador, sete estagios e
um coletor com micro-orificios (MOC), o aparato E ou NGI (Figura 11),
€ 0 mais recente e com maior exatiddo quanto as variaveis obtidas. Tal
fato se da pela maior distribuicdo do tamanho de poros, estando estes
entre 14,3 e 0,07 mm (Figura 11) (CESCHAN; BUCALA; RAMIREZ-
RIGO, 2015).

Os estagios e 0 MOC organizados horizontalmente, de forma
alternada, geram um fluxo cruzado. Esse fendmeno impede que a
impactacdo de jatos de ar na borda do estagio seja inibida pelo ar fluindo
no centro do estagio (MARPLE et al., 2003).

O coletor do estdgio 1 apresenta maior volume interno,
desenhado para minimizar o impacto inicial, visto que nessa etapa sao
retidas as particulas de maior didametro aerodinamico. Os estagios 2 a 7
sdo percorridos por menos particulas e de menor tamanho, por isso tem
menor volume e compbem a impactacdo secundaria. O estagio MOC
tem volume igual ao estagio 1, pois € necessario maior espaco para
acomodar os 4032 poros de diametro 0,07 mm (MARPLE et al., 2003).

No mercado existem diversos dispositivos inalatdrios, as
diferencas geométricas podem originar distintos resultados para a
mesma amostra, sob as mesmas condigBes, quando avaliadas pelo
mesmo método aerodindmico. Isso ocorre pela alteracdo na turbuléncia
de ar gerada, que pode facilitar ou dificultar o deslocamento das
particulas da capsula até os estagios do aparato utilizado.

Os dispositivos inalatérios sdo segregados em trés categorias, de
baixa resisténcia (<5 mbar), média resisténcia (entre 5 e 10 mbar) e alta
resisténcia (>10 mbar). A classificacdo é realizada de acordo com o
regime intrinseco de resisténcia, isto é, a pressao de ar inalado que o
dispositivo resiste (DAL NEGRO, 2015).

Em suma, duas forcas atuam no fluxo de ar gerado, a inspiracdo
dependente do paciente e a turbuléncia produzida no inalador €, é essa
turbuléncia que retira as particulas da capsula e do dispositivo (DAL
NEGRO, 2015).

Com mais turbuléncia e fluxo de ar ocorre mais desagregacdo das
particulas, assim, a fracdo de particulas finas (FPF) é maior e a
probabilidade da formulagdo, com didmetros aerodindmicos adequados,
alcancar a regido pulmonar é maior. Esse fendbmeno é observado em
dispositivos inalatorios de alta e média resisténcia (DAL NEGRO,
2015).

Em dispositivos de baixa resisténcia apenas a inalacdo do
paciente € capaz de desagregar as particulas. Em pacientes com vias
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aéreas obstruidas esse tipo de dispositivo ndo é indicado, devido a
deposicdo de farmaco na regido orofaringea (DAL NEGRO, 2015).

Figura 11 - Aparato E, ou Next Generation Pharmaceutical Impactor,
descrito pela Farmacopeia Europeia.
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Fonte: Adaptado da Farmacopeia Europeia (2005).

Diferentemente de formulagfes orais, as capsulas ndo participam
da dissolucdo e desintegracdo da forma farmacéutica. Na terapia
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inalatdria, as capsulas sdo reservatorio da formulagéo, quando perfurada
influencia na aerolizacdo e dispersdo das particulas (WAUTHOZ et al.,
2018).

Em estudo mais recente, Wauthoz e colaboradores avaliaram a
influéncia das capsulas na liberacdo e dispersdo da formulacdo. Para isso
utilizaram o NGI, com inalador de baixa resisténcia, e posteriormente a
microscopia  eletrbnica de varredura (MEV) para avaliar
morfologicamente cdpsulas de distintas composic¢6es. No trabalho foram
testadas formulagbes de formoterol com lactose (LAC), obtendo
composicOes binarias e ternarias (com LAC de duas granulagdes).
Foram utilizadas capsulas de gelatina e HPMC de diferentes fabricantes
(WAUTHOZ et al., 2018).

As diferencas entre os resultados foram atribuidas ao contetdo
de &gua na capsula, ja que apresentam orificios maiores e com menor
probabilidade de formar ligacGes de hidrogénio. Apresentam melhor
performance aerodindmica capsulas de HPMC com contetido de agua de
aproximadamente 4%, enquanto que as capsulas de gelatina
apresentaram aproximadamente 13% de éagua em sua composi¢do
(WAUTHOZ et al., 2018).

Quanto as misturas bindrias e terndrias, essa Ultima apresentou
melhor desempenho aerodindmico, independente da capsula utilizada.
Sendo que, a lactose micronizada auxiliou na menor deposicdo de
farmaco na porta de inducéo e no pré-separador do NGI (WAUTHOZ et
al., 2018).

2.6 DEPOSIGAO DE MICROPARTICULAS E LIBERACAO DO
FARMACO

Como exposto no item 2.2, a eficacia de uma formulacdo
inalatéria de acdo local é dependente da deposicdo de suas particulas
diretamente no sitio ativo. Logo, ensaios que simulem sua deposicao e,
também a liberacdo do farmaco, sdo importantes para caracterizar a
forma farmacéutica inalatoria.

A molhabilidade dos pds pode predizer diversas caracteristicas
dos mesmos, como a capacidade de revestimento, a dispersao e também
como indicativo do mecanismo de dissolucdo. A mensuracdo é realizada
a partir do angulo formado entre o liquido de interesse e a superficie do
solido, por isso, denominado como angulo de contato (ALGHUNAIM;
KIRDPONPATTARA; NEWBY, 2016).

O método mais utilizado para obtencdo da molhabilidade é
chamado de gota séssil (do inglés, sessile drop), simples e reprodutivel,
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mensura 0 angulo de contato entre o solido (pastilhas ou pés disperso
em fita adesiva) e o liquido de interesse. O procedimento € filmado em
alta resolucéo e softwares especificos realizam a medida do angulo e os
calculos necesséarios. Ao produzir as pastilhas a superficie pode ser
modificada, tornando-se menos porosa, por exemplo, podendo alterar o
resultado final (ALGHUNAIM; KIRDPONPATTARA; NEWBY,
2016).

Ao mensurar a molhabilidade de pds inalatdrios se retrata a fase
da deposicdo desses no tecido pulmonar, ao entrar em contato com 0
liqguido pulmonar, podendo assim estimar se essa deposicdo serd
facilitada ou ndo. Ainda, a partir dessa analise, é possivel inferir qual
mecanismo de dissolugdo e/ou liberacdo do farmaco serd predominante
(RITA; BENKE; ARPAD, 2019).

Recentemente, essa metodologia vem sendo utilizada no
desenvolvimento de formulagdes DPI. Lin et. al. (2017) e Huang et. al.
(2018) desenvolveram microparticulas de itraconazol, um farmaco de
baixa solubilidade aquosa, utilizando como carreador o agticar manitol,
ambos os trabalhos tiveram melhora significativa na dissolugdo do
farmaco, utilizando aparato de dissolucéo tipo Il e, por mensuracdo do
angulo de contato, obtiveram que a quanto maior a molhabilidade em
agua da formulagdo melhor serd a dissolucdo (HUANG et al., 2018; LIN
etal., 2017).

Ambrus e colaboradores (2018) descrevem que particulas menos
coesivas, ou seja, aquelas de alta molhabilidade em solventes aquosos
apresentam melhor deposi¢do pulmonar, devido as interagBes entre as
préprias particulas e, entre as particulas e o epitélio pulmonar
(AMBRUS et al., 2018).

Outro aspecto importante a ser avaliado precedente a testes in
vivo é a liberacdo do farmaco, que antecede a dissolucdo nos
bronquiolos e posterior acdo do farmaco. Ainda ndo estdo disponiveis
nos compéndios oficiais metodologias padronizadas para avaliagdes de
liberacdo e permeabilidade utilizando modelos pulmonares (GRAY, A.
V., 2015; HASTEDT, J. E. et al, 2015).

Alternativas vém sendo utilizadas a fim de avaliar liberacdo e
permeabilidade em modelos pulmonares como a utilizagdo de culturas e
co-culturas celulares humanas ou de animais, além de membranas
sintéticas (HAGHI et al., 2014; TRIOLO et al., 2017). A realizagdo de
experimentos simulatérios com formulagBes de bancada evita o uso de
animais em experimentos nas fases iniciais, sendo esses necessarios
apenas quando a formulagéo estiver bem estabelecida, além de se tratar
de uma metodologia mais barata e que evita a aprovacao pelo comité de
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ética (CESCHAN et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Atualmente,
com o intenso estudo acerca de diferentes materiais biocompativeis €
possivel desenvolver membranas sintéticas equivalentes a membranas
bioldgicas, podendo essas ser utilizadas em tais experimentagdes
(ABIDIN et al., 2017).

Um desenvolvimento que tem demonstrado resultados
promissores € a avaliacdo da liberagdo e permeabilidade de formulagdes
pulmonares por meio de difusdo vertical, utilizando geralmente a célula
de Franz e adaptando parametros para simular um ambiente pulmonar,
para isso podem ser selecionados tecidos pulmonares animais ou
membranas sintéticas com espessura e caracteristicas de permeabilidade
semelhantes ao tecido pulmonar (OLIVEIRA et al., 2017; TRIOLO et
al., 2017).

Um estudo comparativo da liberacdo de farmaco utilizando
metodologias de célula de Franz, aparato de dissolucdo Il (USP) e
aparato de dissolucdo IV (USP), foi realizado por Salama e
colaboradores em 2007. Foi avaliada a liberacdo de isoniazida
incorporada em microparticulas de QTS de baixa massa molecular, para
administragdo pulmonar. A ordem de liberacdo das formulag¢bes ocorreu
da mesma forma em todos os ensaios, sendo o farmaco liberado em
maior propor¢do quando a composi¢do da formulagdo apresentava
menor quantidade de polimero, entretanto a diferenciagdo entre as
formulagdes foi melhor observada nos ensaios realizados em células de
Franz (SALAMA et al., 2008).

Nas metodologias utilizando aparatos de dissolugéo Il e 1V os
perfis de liberacdo foram sobrepostos, sendo que em todos houve
liberacdo de aproximadamente 100% do farmaco. Enquanto que na
metodologia de célula de Franz ndo houve sobreposi¢do dos perfis, a
liberacdo foi lenta e progressiva, onde apenas a formulagdo que continha
apenas isoniazida liberou 100% de farmaco. A formulacdo que continha
90% de farmaco apresentou o perfil de menor liberacdo, sendo que
durante o experimento de 180 minutos, foram liberados apenas 50% do
farmaco contido na formulagdo (SALAMA et al., 2008).

A conformagdo dos equipamentos é responsavel pelas diferencas
observadas, tanto o dissolutor tipo Il quanto o tipo IV, apresentam
velocidade fluxo de meio relativamente altas, quando se compara com 0
fluxo de liquido nos pulmdes, isso faz com que a liberagdo do farmaco
seja realizada principalmente por arraste do farmaco para fora da
membrana de dialise. Em contrapartida, nas células de Franz a
velocidade do fluxo é baixa, pois 0 pd é depositado nas membrana e
ultrapassa-a por diferenca de concentracdo, afinidade e tamanho, além



52

disso, a dissolucdo do farmaco ocorre lentamente, devido a pequena
quantidade de &gua no compartimento doador de amostra. Os autores
justificam que a metodologia de célula de Franz seria a melhor aplicada
a sistemas pulmonares de liberacdo de farmaco, uma vez que a forma de
liberacdo tende a se aproximar com a fisiologia pulmonar (SALAMA et
al., 2008).

O sistema de célula de Franz est4d demonstrado na Figura 12, o
qual é constituido por um compartimento doador, onde a amostra é
alojada, um espaco entre compartimentos, onde € inserida a membrana
sintética ou partes de tecido, compartimento receptor, preenchido com
meio de interesse, 0 qual estd em constante movimento, realizado com o
auxilio de um agitador magnético. A retidada de aliquotas e a reposicéo
de meio é realizada pela canula de amostragem. A temperatura €
controlada por meio de &gua aquecida circulante ao redor do
compartimento receptor, devido ao encamisamento do compartimento
(MACHADO et al., 2015).

Figura 12 - Desenho esquematico do sistema de célula de Franz.

(A) compartimento

A
doador
Q B (B) membrana sintética ou

partes de tecido

(C) compartimento

Saida de agua
receptor

(D) agitador magnético

(E) cinula de amostragem
Entrada de agua

F
Fonte: Adaptado de Kristof et al. (2017).

(F) compartimento

encamisado

Assim, a amostra é colocada sobre a membrana semi-permeavel,
o farmaco € liberado e ultrapassa ao meio receptor, onde é quantificado.
O experimento € realizado sob temperatura e agitacdo controlada
(MACHADO et al., 2015).

2.7 BROMETO DE IPRATROPIO

H& séculos compostos anticolinérgicos sdo utilizados no
tratamento de enfermidades respiratdrias, sendo que o principal agente
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anticolinérgico de origem natural é a atropina, alcaldide extraido das
espécies Datura stramonium e Atropa Belladona. Documentos antigos
de medicina indiana indicam Datura stramonium no tratamento de
asma. No século XIX comecgou a ser utilizada na Europa, sendo um dos
Unicos principios ativos para o tratamento de broncoespasmo (HANSEL
et al., 2009).

A popularidade da atropina entrou em declive com a descoberta
dos B-adrenérgicos, em especial a adrenalina, uma vez que o0s
anticolinérgicos naturais causam efeitos colaterais sistémicos graves,
como taquicardia (HANSEL et al., 2009).

O avanc¢o da quimica medicinal permitiu a descoberta de novos
farmacos, analogos a moléculas extraidas de fontes naturais. O brometo
de ipratrépio (Bl) foi desenvolvido em 1976, andlogo da atropina,
apresenta modificagdo estrutural no grupamento amina, passando de
amina tercidria para quaternaria e, ainda devido a protonagdo do
nitrogénio, apresenta-se na forma de sal de bromo, em geral
monohidratada. Essas caracteristicas fazem do Bl um composto soldvel
em &gua, livremente solivel em metanol e ligeiramente solGvel em
etanol (Figura 13) (HANSEL et al., 2009).

Figura 13 - Estrutura quimica do brometo de ipratropio.

—(o

OH

Fonte: Abdine, Belal & Al-badr (2003).

Pequenas diferencas entre as moléculas de atropina e Bl foram
suficientes para reduzir a permeabilidade da molécula, diminuindo a
absorgao sistémica e a incidéncia de efeitos colaterais (HANSEL et al.,
2009).
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O controle da contragdo da musculatura lisa pulmonar é realizado
por estimulo do nervo vago aferente, que transmite a informagdo ao
sistema nervoso central, o qual responde pelo nervo vago eferente com a
acdo de contracdo ou relaxamento desses musculos (no caso de feed
back negativo) (Figura 14). Para isso estdo envolvidos os receptores

muscarinicos, os quais tém como ligante a acetilcolina (HANSEL et al.,
2009; SEALE, 2003).

Figura 14 - Transmissdo de impulsos nervosos via nervo vago e blogueio pelo
brometo de ipratropio (Ach representa o neurotransmissor acetilcolina).
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Fonte: Adaptado de Hansel et. al. (2009).
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S&0 expressos trés subtipos no sistema respiratério. O subtipo My
facilita a transmissdo do impulso nervoso e aumenta a contracao
muscular, enquanto 0 M3 media a contracdo muscular e a secre¢do de
muco, em contrapartida, M, é responsavel pelo feed back de inibigédo da
liberacdo de acetilcolina. Os subtipos estdo localizados em distintas
regides das vias aéreas, sendo que M; esta presente ganglios
periobrénquicos, M, em receptores pds-ganglionares e Mz no musculo
liso (HANSEL et al., 2009; SEALE, 2003).

A acdo do BI ocorre por antagonismo dos receptores
muscarinicos localizados no pulméo. Por ndo ser seletivo, o Bl pode
manter sua a¢ao por meio da retroalimentacao inibitoria, por ligagdo em
receptores M,. A Figura 14 mostra esquematicamente as transmissdes
de impulsos nervosos mediados por acetilcolina e como o bloqueio
realizado pelo Bl inibe a contracdo muscular lisa (HANSEL et al.,
2009).

Apos inalacdo a maxima resposta ocorre entre uma hora e meia e
duas horas, a intensidade de acdo diminui, porém é sustentada por até
seis horas. Os efeitos colaterais podem incluir olhos e boca seca, efeitos
cardiovasculares como taquicardia e aumento do débito cardiaco, porém
em baixa incidéncia devido a via de administracdo (STAGNER, 2016).

A longo prazo seu uso por meio de nebulizacdo pode induzir
glaucoma, devido a forma farmacéutica permitir que o farmaco entre em
contato com os olhos do paciente que, se apresentar predisposicao,
poderd desenvolvé-lo com o uso regular da medicagdo. Outros
distarbios psiquicos podem ser acarretados, ja que o farmaco tem agdo
sob o sistema nervoso central (KALRA; BONE, 1988; KOLA et al.,
2017; PEJIC; KLARIC, 2017; POLATLI et al., 2002).

Esse farmaco é indicado principalmente a pacientes com Doenga
Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC), caracterizada como uma
enfermidade respiratéria onde ocorre obstrucéo cronica e progressiva do
fluxo aéreo, a evolugdo da doenga gera um processo inflamatorio que
pode atingir brénquios (bronquite cronica), bronquiolos (bronquiolite
obstrutiva) e também o parénquima pulmonar (enfisema pulmonar); em
casos mais avangados da doenca o quadro inflamatério se estender
provocando reagdes sistémicas, como a perda de peso e a redugdo da
massa muscular. Dentre os principais sintomas da doenca estdo tosse,
secrecdo, dispneia e sibilo (BARNES, P., DRAZEN, J., RENNARD, S.,
THOMSON, 2009; BRASIL, 2004, 2012).

O desenvolvimento da doenca ocorre pela inalagcdo de particulas
ou gases toxicos, de origem ocupacional ou pelo tabagismo, sendo esse
Gltimo o principal fator que desencadeia a doencga. Outros fatores como
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deficiéncia de algumas proteinas, desnutricdo e prematuridade, também
podem desencadear a doenca, porém se isolados ndo apresentam muita
relevancia (BRASIL, 2004, 2012). Segundo a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), a DPOC ¢ a quarta principal causa de morte, a qual tem
aumentado a cada ano devido ao aumento do tabagismo nos paises em
desenvolvimento e ao envelhecimento da populacgdo; estima-se que até
2030 a doenca torne-se a terceira causa de morte (OMS, 2018).

N&ao ha no mercado uma medicacdo na forma pd para inalacdo
contendo o farmaco BI. Nesta forma farmacéutica, apenas
broncodilatadores agonistas adrenérgicos sdo comercializados, porém
estes podem provocar alguns efeitos cardiacos, principalmente em
pacientes cardiopatas (GOODMAN; GILMAN, 2005).

A metodologia de SD foi utilizada por Vinjamuri et. al (2016)
para desenvolver microparticulas contendo Bl, LAC e leucina. Corrigan
e colaboradores (2006) também desenvolveram microparticulas
contendo BI, porém associado a salbutamol, nesses trabalhos foram
avaliadas apenas caracteristicas  fisico-quimicas (CORRIGAN;
CORRIGAN; HEALY, 2006; VINJAMURI; HAWARE; STAGNER,
2016).

Kim Y. H. e Shing K. S. (2008) utilizaram fluido supercritico
para micronizar Bl e avaliar quanto sua deposi¢do pulmonar, o fizeram
in situ, por meio de um software e puderam concluir que a maior parte
das formulagbes desenvolvidas sdo retidas na regido traqueobronquica
(KIM; SHING, 2008).

Por meio de matrizes apolares contendo DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina), PLGA e PLA (acido polilatico) houve a
liberacdo controlada de BI, as particulas obtidas apresentaram baixa
densidade, devido a alta porosidade, tamanhos adequados a via
inalatéria. Também foi realizado um estudo em animais, que
demonstrou prolongamento do tempo de acdo, porém somente quando a
composic¢do de polimeros é igual 30%, os ensaios in vivo ndo foram
equivalentes ao estudo de liberacdo in vitro, indicando que a formulacéo
pode agir de forma distinta quando em contato com o organismo (KIM;
SHING, 2008).

Visto que o Bl é um farmaco amplamente utilizado no tratamento
de diversas doencas pulmonares, auxilia no controle dos sintomas, pode
ser utilizado em diversos perfis de pacientes. O desenvolvimento de uma
forma farmacéutica que cause menos efeitos colaterais contendo o
farmaco pode trazer beneficios aos usuarios e ampliar o nimero de
pacientes que possam utiliza-lo. Além disso, os medicamentos DPI s&o
portéteis e de facil utilizacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

O BI foi doado pelos Laboratérios Teuto Brasileiro S/A,
(Anépolis-GO) e Prati-Donaduzzi (Toledo-PR). As ciclodextrinas
(CDs): beta-ciclodextrina (B-CD) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-f-
CD) foram doadas pela empresa Labonathus (Campinas, Brasil),
representante nacional da Roquette Corporate (lestem, Franca). A
lactose (LAC) adquirida da DMV Fonterra Excipients (Goch,
Alemanha) e a quitosana de baixa massa molar (QTS) SigmaAldrich
(Séo Paulo, Brasil) foram adquiridas de seus respectivos fabricantes sob
lote SLBH5874V. Lactose monohidratada (LAC140) (—70 + 140 ASTM
Mesh, Parafarm, Saporiti, Buenos Aires, Argentina), disponibilizada
pelo repositorio de drogas e excipientes do setor de Particulas, da
PLAPIQUI/CONICET.

Sais, acidos, bases e reagentes utilizados foram de grau analitico,
a agua ultrapura foi obtida pelo sistema gradiente Milli-Q (Millipore,
Estados Unidos).

3.2 CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA E MORFOLOGICA
DAS MATERIAS PRIMAS

Para as analises por DSC foi utilizada célula DSC 60 — Shimadzu
(Kyoto, Japdo), previamente calibrada com padrdo indio 99,99 %. A
razdo de aquecimento utilizada foi de 10 °C/min na faixa de temperatura
entre 30 e 300 °C, para Bl isolado e entre 30 e 250 °C para as demais
amostras, sob atmosfera de nitrogénio de 50 mL/min.

A TGA foi realizada com o equipamento TGA-50 — Shimadzu
(Kyoto, Japdo), previamente calibrado com oxalato de calcio
monohidratado. Cerca de 4,0 mg das amostras selecionadas foram
analisadas num fluxo de nitrogénio de 50 mL/min, na faixa de
temperatura entre 50 e 450 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C/min.

Os espectros de FTIR foram obtidos em equipamento FTIR
Frontier (PerkinElmer, Brasil) equipado com refletancia total atenuada
(ATR), na faixa entre 4000 a 600 cm™, com uma média de 32 scans, na
resolucdo do espectro de 4 cm™. Foi obtido um espectro branco para
cada uma das condic¢Ges experimentais.

Um difratdmetro Philips modelo X Pert (Holanda), com um tubo
de cobre, voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA, na faixa de 5 — 40
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(20) com o tempo de intervalo de 5 s, foi utilizado para obter os
difratogramas.

As fotomicrografias foram obtidas por meio de um microscépio
eletrénico de varredura (MEV) marca JEOL (Japdo), modelo JSM-
6390LV, sob voltagem de aceleragdo de 10 kV. O preparo das amostras
consta da aplicacdo dos p6s com fita dupla face em stubs, seguida do
recobrimento com ouro em recobridora a vacuo Leica EM SCD 500. A
preparacdo e as analises foram realizadas no Laboratério Central de
Microscopia (LCME-UFSC).

3.3 ESTUDO DE INTERAGCAO NO ESTADO SOLIDO

As possiveis interagdes foram avaliadas pelos métodos de analise
fisico-quimica de misturas fisicas e aplicacdo da teoria de Flory-
Huggins.

Para o estudo de pré-formulacdo, misturas fisicas foram obtidas
pesando o farmaco e cada um dos carreadores na propor¢do 1:1 (m/m),
agitadas por cinco minutos em agitador rotativo, ap6s isso as misturas
fisicas foram analisadas por DSC e FTIR, conforme descrito no item
3.2.

As analises DSC foram realizadas na faixa de trabalho de 30 a
250 °C, com razdo de aquecimento foi de 5 °C/min, sob atmosfera de
nitrogénio de 100 mL/min.

Os espectros de FTIR foram obtidos na faixa entre 4000 a 600
cm™, com uma média de 32 scans, na resoluco do espectro de 4 cm™.

Para 0 método de Flory-Huggins, pequenas proporcdes de
carreador 0, 5, 10, 15, 20 e 25 % (m/m) foram adicionadas ao farmaco, e
as amostras resultantes foram analisadas por DSC. A razdo de
aquecimento utilizada foi de 5 °C/min numa faixa de temperatura entre
30 e 250 °C, sob atmosfera de nitrogénio de 100 mL/min. A Equacdo 1
foi aplicada para calcular o pardmetro de interacdo entre farmaco-
carreador.

1 1

TS —%(lnfb+(1—$)(1—‘D)+X(1—(D)2) )

Na Equagdo 1, Tm e T, representam as temperaturas (em K) de
fusdo do farmaco nas misturas fisicas e farmaco puro, respectivamente;
R indica a constante dos gases e ¢ igual a 8,31 L kPa/K mol; AH,

variacdo de entalpia de fusdo do farmaco puro, em J/mol, obtido na
analise DSC; ¢, a fracéo volumétrica do farmaco, em cm3/mol, calculada
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a partir da massa molar e densidade; m, a razdo entre o volume da
cadeia polimérica e o volume da molécula de farmaco (Equacéo 2); e y,
a varidvel a ser determinada, sendo o pardmetro de interacdo entre os
componentes (mPa).

Para calcular m, foi utilizada a Equacédo 2, onde MM corresponde
a massa molar e p, densidade verdadeira.

__ MM (carreador )/ p (carreador ) (2)
T MM (farmaco )/ p (farmaco )

A entalpia de fusdo do Bl foi calculada pelo software TA-60WS
versdo 2.01. A densidade das matérias-primas foi obtida utilizando
picnometria em gés hélio em Accu PYC Il 1340 (Micromeritics), com
mensuracdo realizada dez vezes, a média dos valores foi aplicada na
Equacdo 2 e para obter as fragdes volumétricas da Equacéo 1.

Para obtencdo das massas molares foram utilizados dados
empiricos para BI, B-CD e HP-B-CD, devido a férmula quimica
permanecer constante, entretanto para a QTS, onde a massa molar é
dependente da média de unidades formadoras desse polimero natural, a
determinacdo da massa molar média foi realizada experimentalmente.

Solugdes diluidas de QTS foram preparadas em &cido acético 0,2
mol/L contendo 0,2 mol/L de cloreto de sodio, a viscosidade dessas
solugbes foi aferida em viscosimetro de Brookfield modelo LVDV-I1+P,
a temperatura de 25 £1 °C, sob rotagdo de 150 rpm.

A viscosidade especifica (nesp) ¢ calculada a partir da Equacgéo 3,
onde m, representa a viscosidade da solugdo amostra e ng a viscosidade
mensurada para o solvente utilizado, nesse caso, a solugdo de &cido
acético contendo cloreto de sédio.

nesp = 14— ®)
1o

Os dados de nesp so utilizados na constru¢do de uma curva, a
qual tem como eixo y a razdo de nesp pela concentragdo de QTS na
solucdo e como eixo x a concentracdo de QTS. A viscosidade intrinseca
[n] é indicada pela intersec¢do da curva no eixo y, sendo utilizada na
Equagdo 4 para determinar a massa molar viscosimétrica média da
matéria-prima.

[n] = K x MM* 4)
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A Equacdo 4, formulada por Mark-Houwink, apresenta valores de
o e K constantes, sendo iguais a 0,93 e 1,81 x 1073, respectivamente
(GRUNWALD et al., 1978).

3.4 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE FASES

O estudo de solubilidade de fases foi realizado para avaliar a
interacdo entre o farmaco BI e as ciclodextrinas que serdo usadas como
carreadores nas formulagbes pulmonares. Para tanto, seguiu-se a
literatura de Higuchi e Connors (1965).

Solugdes crescentes de

CDs foram elaboradas, para -CD de 0 a 16 mM e para HP-B-CD
de 0 a 46 mM, e a estas foram adicionados 10 mg de BI, obtendo
concentracdo de farmaco 2 mg/mL. As suspensdes permaneceram sob
agitacdo, a temperatura ambiente controlada (25 °C £ 2 °C) até atingir o
equilibrio.

A concentracdo de BI dissolvida foi determinada utilizando a
metodologia de quantificagdo por espectrofotometria na regido do
ultravioleta (UV). Primeiramente foi realizada uma varredura para
determinar o comprimento de onda de trabalho, seguida pelo
desenvolvimento de uma curva padrdo de BI utilizando
espectrofotdmetro Cary 50 Bio (Varian, Estados Unidos). Aliquotas das
suspensBes foram coletadas nos tempos de 24 e 48 h, diluidas e a leitura
em espectrofotdmetro foi feita em triplicata.

3.5 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular foi realizada tendo o Bl como ligante e
LAC, B-CD, HP-B-CD, QTS, a-CD e y-CD como receptores, utilizando
docking rigido/flexivel para analisar a interacdo entre o ligante e os
receptores. As estruturas dos receptores foram mantidas rigidas, a
medida da flexibilidade das ligacdes ou tor¢des pré-determinadas do
ligante foram consideradas, gerando distintas configuragdes.

Para obtengdo das estruturas foram utilizados dados
cristalograficos (CIF), sendo que o0s Unicos receptores modelados
computacionalmente com o campo de forga General AMBER Force
Field (GAFF), que é especifico e parametrizado para moléculas
organicas, foram a QTS e a HP-B-CD, nesta Ultima apenas contendo os
hidrogénios polares (GAAF, 2018).
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A etapa do pré-docking foi realizada no programa AutoDock
Tools (MORRIS et al., 2009), para ambas as etapas de preparacdes dos
receptores e ligante. Na etapa inicial, os arquivos .pdb dos receptores,
extraidos dos arquivos CIF com o programa Avogadro, sdo preparados
retirando hidrogénios ndo-polares (NPHs) e apenas os polares sdo
mantidos na estrutura, representacdo NPHs (HANWELL et al., 2012). O
arquivo .pdb é verificado interativamente e reescrito como .pdbqt, onde
as cargas parciais do tipo Gaisteger-Marsili sdo aferidas para cada
atomo (GASTEIGER; MARSILI, 1978, 1980).

A preparacdo do ligante procede de forma analoga nesta etapa de
pré-docking, sendo aferida a flexibilidade das ligacfes e sendo também
utilizada a representacdo NPHs. Em uma segunda etapa interativa, as
configuragdes da caixa de grid s@o obtidas para cada sistema, e estas
devem englobar o receptor quando seu dominio é desconhecido (sitio
ativo), e principalmente quando este é de origem nao-proteica (Tabela
1). Essas configuragdes sdo exportadas num arquivo .txt para o script de
submissdo para realizagdo do docking molecular no programa
AutoDockVina (TROTT; OLSON, 2009).

Tabela 1 - Parametros da caixa de grid para o docking molecular dos sistemas
receptores/ligante.

Parametros da

caixa de grid LAC B-CD HPp-CD QTS aCD 7yCD

Espacamento
entre pontos (A) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Pontos nos eixos
(A
X 40 40 40 36 40 40
y 40 40 40 66 40 40
40 40 40 38 40 40
Centro da caixa de
grid (A)
X -21,108 -11,097 11,246 2,621 18,016 -12,781
y 9,026 -12,877 -12,877 -9,693 1,379 14,791
z -0,997 2,251 2,251 497 21,17 -1,612

Fonte: A autora.

Para a etapa de docking, ja com os arquivos preparados da etapa
posterior, a configuracdo do pardmetro exaustiveness foi mudada para
valor de 10 (default=8), sendo submetidos ao programa AutoDockVina
em ambiente BASH, no qual para cada corrida, o programa fornece as
nove configuracBes mais estaveis (default), que sdo organizadas em
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ordem crescente de binding para dar origem ao resultado final do
docking molecular.

Os resultados finais sdo analisados via GUI no programa
Chimera, nos quais também sdo geradas as imagens dos sistemas
docados e incluidos os hidrogénios faltantes do receptor para a analise
de ligagdo de hidrogénio.

3.6 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAGCOES

Com o objetivo de estudar o comportamento dos carreadores
frente & técnica de SD, recorreu-se ao delineamento experimental
utilizando o software Design-Expert® 7.0.0 (Stat-Ease Inc., EUA). Uma
metodologia de superficie de resposta (MSR) com processamento
algoritimo IV-Optimal foi elaborada empregando os fatores e niveis
descritos na Tabela 2. Para temperatura e concentracdo os niveis foram
adaptados de acordo com as caracteristicas de cada carreador.

Basicamente, a MSR ¢é utilizada para encontrar condigdes 6timas
para uma ou mais respostas, ao empregar fatores e niveis influentes.
Apos realizados 0s experimentos e obter as respostas desejadas, a
desejabilidade foi aplicada, funcdo que ajusta os niveis dos fatores com
0 objetivo de originar a resposta desejada, nesse caso, tamanho de
particula e rendimento adequados (ARMSTRONG, 2006; TORBECK,
2007).

Tabela 2 - Fatores e niveis utilizados na metodologia de superficie de resposta.

Fator Nivel minimo Nivel maximo

B-CD 140 150

Temperatura (°C) HP-B-CD 120 130

QTS 160 180
B-CD 1 2

Concentragao (%) HP-B-CD 5 10
QTS 2 4

Aspiracgdo (%) 70 100

Fonte: A autora.

Como respostas foram avaliados o rendimento e o tamanho de
particula. O rendimento foi calculado de acordo com a Equacdo 5 e o
tamanho de particula avaliado por analise das imagens de MEV
(metodologia descrita no item 3.2), com mensura¢do em 100 particulas
por meio do software ImageJ 1.52a. As analises foram realizadas no
Laboratorio Central de Microscopia (LCME-UFSC).
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massa recuperada X100

% rendimento = (5)
massa total

O delineamento experimental contou com 32 amostras, tendo
quatro replicatas, com um total nove amostras apresentam em sua

composi¢do B-CD, onze HP-B-CD e doze QTS (Tabela 3).

Tabela 3 - Condigdes utilizadas na obtencdo das formulacfes ausentes de Bl,
determinadas por delineamento experimental.

Aspiragdo Concentragdo Temperatura de Carreador
(%) (%) entrada (°C)
Q2 100 1 130 QTS
B1 70 1 130 B-CD
Q5 100 0,76 110 QTS
Q9 85 1 120 QTS
H5 87 3 110 HP-B-CD
B2 100 2 130 B-CD
Q1 70 05 130 QTS
Q7 89 1 118 QTS
H3 70 3 110 HP-B-CD
H6 100 1 130 HP-B-CD
B3 92 1 145 B-CD
B4 85 1,5 135 B-CD
B5 70 2 150 B-CD
H7 70 1 122 HP-B-CD
Q3 100 0,5 110 QTS
B1 70 2 150 B-CD
H2 85 2 120 HP-B-CD
H4 83 3 130 HP-B-CD
Q8 78 0,5 116 QTS
RH1 87 3 110 HP-B-CD
H8 100 3 117 HP-B-CD
Q6 70 0,56 110 QTS
H1 73 2,4 121 HP-B-CD
RH2 100 3 118 HP-B-CD
RQ1 70 0,56 110 QTS
B6 100 3 150 B-CD
B7 85 2 140 B-CD

Q4 70 0,76 130 QTS
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B8 93 3 134 B-CD
RH3 83 3 130 HP-B-CD
BO 100 3 150 B-CD
HO 100 3 130 HP-B-CD

Qo0 100 3 180 QTS

Fonte: A autora.

Ajustando critérios de rendimento e tamanho de particula, foram
obtidas varidveis para producdo de nove formulacGes, contendo nessa
etapa o farmaco. Das formulagoes trés foram compostas por f-CD, duas
por HP-B-CD e quatro por QTS.

Devido a interferéncia da técnica de MEV na analise das
formulagdes contendo farmaco, foram produzidas mais seis formulacoes
utilizando temperatura mais alta, duas contendo B-CD, duas contendo
HP-B-CD, uma contendo QTS ¢ uma contendo B-CD e QTS. Todas as
formulagBes contendo Bl e condi¢Bes de producdo estdo descritos na
Tabela 4.

Foram realizados para as formulacdes contendo farmaco, o
calculo de rendimento, como descrito anteriormente, a analise
morfoldgica por MEV e o doseamento de BI, utilizando cromatdgrafo
Perkin Elmer series 200 (Perkin Elmer Inc., Estados Unidos).

A titulo de comparacdo, foi produzida uma formulacdo sem a
presenca de carreador, apenas com o BI, totalizando 16 formulacdes
contendo o farmaco (F16, Tabela 4). Para producéo dessa formulacao as
condi¢des foram baseadas na literatura (VINJAMURI; HAWARE;
STAGNER, 2016).

Tabela 4 - Condigdes utilizadas na producdo das formulagdes contendo
Bl e os respectivos carreadores.

Aspiragdo Carreador Bl Temperatura de Carreador
(%) (%) (%) entrada (°C)

F1 89 1,357 0,39 175 B-CD
F2 89 1,357 0,39 150 B-CD
F3 73 1,016 0,27 150 HP-B-CD
F4 73 1,016 0,27 175 HP-pB-CD
F5 100 0,320 0,28 160 QTS
F6 93 0,560 0,20 160 B-CD/QTS

F7 100 1,000 0,50 160 QTS
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F8 99 1,500 0,38 146 QTS

F9 99 1,500 0,38 158 QTS
F10 93 1,000 0,25 131 QTS
F11 10 5,640 0,75 124 HP-B-CD
F12 88 1,390 0,25 136 B-CD
F13 83 5,100 0,68 119 HP-B-CD
F14 89 1,600 0,29 150 B-CD
F15 83 1,650 0,30 136 B-CD
F16 100 0,000 0,81 150 Ausente

Fonte: A autora.

A producdo das formulagbes propriamente dita constou
inicialmente da produgdo de solugbes. Para isso a solubilizacdo do
carreador foi realizada em agitador magnético, sendo que para as
formulagdes contendo B-CD e HP-B-CD foi utilizada agua
ultrapurificada, para as formula¢des contendo QTS e B-CD/QTS acido
acético 1,5 %.

As formulacBes apresentadas na Tabela 3 contaram apenas com
os carreadores. Para as formulacBes apresentadas na Tabela 4, ap6s a
solubilizagio completa dos carreadores a quantidade correspondente de
BI foi adicionado.

Para a formulagdo F6, primeiramente foi solubilizada a B-CD, em
seguida o BI e finalmente foi adicionada QTS.

Todas as formulagdes permaneceram sob agitacdo magnética por
24 h. Procedeu-se entdo, com a nebulizacdo em mini spray-dryer B-290
Buchi (Buchi, Suica) utilizando as variaveis descritas em respectivas
tabelas.

Todas as amostras foram produzidas sob condicdes de nivel do
rotdmetro entre 40 e 50 (NI/h) e bomba a 15%. Todas as
formulagbes foram armazenadas em recipiente fechado, mantidas em
dessecador sob temperatura ambiente.

O rendimento dessas formulagdes foi calculado seguindo a
Equacdo 5. Para o doseamento de Bl nas formulagdes recorreu-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em cromatografo
Perkin Elmer series 200 (PerkinElmer Inc., Estados Unidos) utilizando
método analitico validado, descrito no apéndice A.
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3.7 SELEGAO DAS FORMULAGOES FINAIS

Para selecionar as formulagdes com caracteristicas mais
promissoras foi realizada uma analise dos resultados das técnicas de
caracterizacdo de densidade e tamanho de particula, analises realizadas
na PLAPIQUI/CONICET (Bahia Blanca, Argentina), além dos dados de
rendimento, condi¢fes do processo de producdo e caracterizagdo do
estado sélido, realizados na UFSC.

Foram determinadas densidades bulk (aparente) e tapp (de
compactacdo), utilizando a metodologia da proveta. Primeiramente, séo
realizados os procedimentos da densidade bulk, onde 1 a 2 g de amostra
é adicionado a uma proveta graduada, sem compactacdo, e em seguida
tem seu volume mensurado. Apds isso, realiza-se os procedimentos para
determinacdo da densidade tapp, onde a proveta é levantada a uma
altura de 10 = 5 cm e impactada por 100 vezes, sob ritmo constante, o
volume final do produto compactado é mensurado. Ambas as
determinac@es foram realizadas individualmente com cada amostra e em
triplicata.

As densidades foram calculadas utilizando dados de massa e
volume (Equacdo 6). A partir dos resultados de densidade bulk e tapp
foram calculados indice de Carr (IC) (Equacio 7) e relacio de Hausner
(RH) (Equacao 8):

m
4= ;t bulk ©
__otapp —obu
IC === )
__atapp
H= obu lk (8)

Onde, d representa densidade; m, massa de amostra; v, volume
ocupado pelo p6 na proveta; IC, indice de Carr; otapp, densidade de
compactagio; obulk, densidade aparente; RH, relacdo de Hausner.

O tamanho de particula foi determinado por meio de difragdo a
laser Horiba LA 950V2 (Kyoto, Japdo), sob o método de pd, onde 100
mg de cada amostra foi dispersa em 800 mg de lactose (LAC140). Os
dados obtidos sdo o didmetro médio (Dm) e seu desvio padrdo (DP),
mediana da distribuicdo (Dsg), didmetros de corte da curva de
distribuicdo acumulada em 10% (D10) & 90% (Dgg). O Span é calculado
utilizando esses dados indica a polidispersdo do sistema e o didmetro
aerodinamico (Daer), também calculado, relaciona a densidade tapp e
Dso (Equacdo 9).
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_ D90% - D10%
Span = 5o 9)
Onde: Dgg, D1g € Dsg representam 90%, 10% e 50% da populacao.

O didmetro aerodinamico (Equacdo 10) foi determinado de forma
estimada e de forma experimental. Primeiramente foi calculado a partir
dos dados de Dsg ¢ otapp. O conjunto de resultados foi avaliado e foram
selecionadas quatro formulagcbes para realizacdo dos demais
experimentos.

Daer = Dsy,/atapp (10)

3.8 CARACTERIZACAO NO ESTADO SOLIDO DAS
MICROPARTICULAS

As microparticulas obtidas foram caracterizadas por DSC, TGA,
FTIR, DRX e MEV, descritos no item 2.2.

Para visualizagdo da Ty por DSC, a razdo de aquecimento
utilizada foi de 5 °C/min numa faixa de temperatura entre -50 e 240 °C,
sob atmosfera de nitrogénio de 100 mL/min. O resfriamento foi
realizado com nitrogénio liquido.

A TGA foi realizada utilizando aproximadamente 4,0 mg das
amostras selecionadas, num fluxo de nitrogénio de 50 mL/min na faixa
de temperatura entre 30 e 450 °C, com razdo de aquecimento de 10
°C/min.

Os espectros de FTIR foram obtidos na faixa entre 4000 a 600
cm™, com uma média de 32 scans, na resolucéo do espectro de 4 cm™,
como descrito no item 3.2. Foi obtido um espectro branco para cada
uma das condicBes experimentais.

Para obtenc¢do dos difratogramas de raios-X, foi usada voltagem
de 40 kV e corrente de 40 mA, na faixa de 5 — 40 (20) com o tempo de
intervalo de 5 s.

As analises de MEV foram realizadas com o pé seco obtido por
SD, a preparacdo das amostras foi realizada de acordo com o item 3.2.

A densidade real das amostras foi obtida utilizando picnometria
em gas hélio em Accu PYC Il 1340 (Micromeritics), a mensuracao foi
realizada dez vezes, com os resultados sdo exibidos na forma de média e
desvio padrdo.
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3.9 PERFIL AERODINAMICO

O perfil aerodinamico foi determinado na Planta Piloto de
Engenharia Quimica da CONICET, em Bahia Blanca, Buenos Aires,
Argentina. Onde foi utilizado o Next Generation Impactor
(CopleyScientific, Nottingham, RU), equipado com uma porta de
introducdo da amostra e um pré-separador conectado por um bucal ao
NGI, que é constituido por um péndulo inercial de sete estagios que
separa 0s pos de acordo com os diferentes diametros aerodinamicos,
com a fase final é composta por um coletor de micro-orificio (MOC).

As amostras (25 £ 0,50 mg) foram inseridas em céapsulas de
gelatina tamanho 3, os pos dispersos por meio de um inalador de alta
resisténcia RS01 (Plastiape, Mildo, IT) a pressdo negativa de 4 kPa,
originando taxas de fluxo de aproximadamente 60 L/min.

A fim de suavizar o impacto e assemelhar a muco e epitélio do
sistema respiratorio, as 0s estagios de 1 a 7 e MOC foram recobertos de
glicerina.

Apdbs experimento, os diametros caudais de cada estagio sao
calculados de acordo com diretrizes especificas. O farmaco foi
guantificado em cada estdgio utilizando CLAE, com método
previamente validado, descrito no apéndice A, utilizando cromatografo
Watters Alliance 2695, detector UV fotodiodo Waters 2998. O
didmetro aerodindmico massico médio (DAMM) e o desvio padrédo
geométrico (DPG) foram determinados utilizando cut-off dos diametros.
Os indices de Fracdo emitida (FE), Fracdo de particulas finas (FPF) e
Fracdo respiravel (FR) de acordo com as seguintes equacoes:

FE = total recuperado —(bucal e dispositivo ) 100 (10)
total recuperad o
tagios 3a 7 e MOC
FPF _ estaglos sa /e X 100 (11)

total recuperado no NGI

FR = estdgios 4a 7 e MOC % 100 (12)

total recuperado

Todos o0s calculos seguem especificacbes farmacopeicas
(European Pharmacopeia 7.0, 2010).
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3.10 AVALIACAO DA DEPOSICAO E LIBERACAO

Para estimar a deposi¢do das formulagdes foi utilizado o angulo
de contato em agua, com medidas realizadas em goniémetro ramé-Hart
modelo 250, usando o software DROPimage para tratar dados e obter
imagens. As amostras na forma de p6 foram prensadas, em prensa
hidraulica Specac (Specac Limited, Inglaterra), obtendo pastilhas de
espessura média de 1,6 mm e massa média de 849,25 mg.

A liberacdo do BI foi avaliada em células de Franz verticais,
utilizando membrana de dialise celulésica (Sigma, peso molecular:
14.000 Da). O compartimento receptor (60 mL), onde a formulacdo é
inserida, continha tampdo fosfato pH 7,4 mantido em agitacdo sob
temperatura controlada de 37 °C. Em intervalos pré-definidos, uma
amostra de 1,5 mL foi retirada para quantificagdo do mesmo e o volume
da célula completado com tampéo fosfato pH 7,4 sob temperatura de 37
°C. O ensaio foi realizado em triplicata com cada uma das formulacGes
selecionadas e com o farmaco puro.

A quantificaco de farmaco liberado foi realizada em
cromatografo Watters Alliance 2695, detector UV fotodiodo Waters
2998. O método cromatografico foi descrito detalhadamente no
apéndice A, onde a coluna cromatogréafica foi a Purosphere® Star RP-18
Endcapped (Merck Millipore, Alemanha), 150 x 4.6 mm x 5um, sob
temperatura de analise de 35 °C. A fase mdvel é constituida tampéo
fosfato monopotassico pH 4,0, ajustado com é&cido fosférico 85% e
Acetonitrila, com fluxo de 1 mL/min.

Os perfis de liberagdo foram comparados de forma independente,
utilizando os fatores f1 (diferenca) e f2 (similaridade), a partir das
equagcoes:

f1 = {7y IRt = Tel/ $3—y Rt} x 100 (14)
f2= 5010g{[1 +(5) Zia(Re - Tt)z]_o's x 100} (15)

Nas equacdes 14 e 15 Rt e Tt indicam a porcentagem do farmaco
liberado em para a referéncia e teste, respectivamente, a cada tempo. A
variavel n indica os tempos de coleta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARAQTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS E ESTUDO DE
INTERACAO NO ESTADO SOLIDO

A caracterizagdo fisico-quimica e morfologica das matérias
primas, suas misturas e formulagfes resultantes garante a qualidade e
estabilidade dos pds em todas as etapas. Além disso, a comparacdo dos
dados de materiais isolados e submetidos a processos de manufatura,
pode sugerir interagdes, reagdes e comportamentos entre as matérias
primas (BRITTAIN, 2003).

Uma série de técnicas sdo combinadas para obter dados fisicos
como temperatura de fusdo e cristalinidade; quimicos como forca de
ligagdo entre os &tomos, representada pelos grupamentos quimicos
identificados no espectro FTIR; e morfolégicos como a topografia da
superficie dos pds. Sendo assim, o Bl foi caracterizado por técnicas de
DSC, TGA, FTIR, DRX e MEV, enquanto os carreadores por DSC,
FTIR e MEV. Para andlise das misturas foram utilizadas técnicas de
DSC e FTIR e para a aplicacdo da teoria de Flory-Huggins apenas DSC.

Na determinacdo do perfil térmico do BI, foi possivel identificar
dois eventos endotérmicos na curva DSC (Figura 15A). O primeiro em
113,51 °C, caracteristico de perda de agua, seguido de estabilizacdo da
linha de base e em 236,61 °C foi observado o segundo evento
endotérmico, de alto consumo de energia, com aspecto de fusdo de
substancia pura, seguido de uma provavel decomposicdo da amostra.

A T, do farmaco néo foi determinada experimentalmente durante
0 desenvolvimento desse trabalho, entretanto Mdller (2015) utilizou
DSC de temperatura modulada (TMDSC) e obteve a T, do Bl em 28,04
°C, dado que sera utilizado para analise DSC das formulacdes finais
(MULLER, 2015).

Na andlise de TGA e DrTGA (Figura 15B), foi observado um
evento entre 80 e 130 °C, com perda de aproximadamente 4% da massa
da amostra, decorrente de desidratacdo, que confirma os dados obtidos
por DSC. A curva TGA permanece estavel até 242 °C, sendo que apds
essa temperatura dois eventos sobrepostos de perda de massa foram
observados e, em 378 °C, o restante da amostra completa sua
decomposicéo.

Os dados térmicos obtidos correspondem com o laudo do
fabricante e ao relatado na literatura, sendo que a perda de agua era
esperada devido & amostra apresentar-se na forma hidratada. O evento
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de fusdo do BI foi observada em temperatura muito similar com as
literaturas consultadas (BRITTAIN, 2003; LUSOCHIMICA, 2016).

Figura 15 - Curva obtida por calorimetria exploratéria diferencial (A), curvas
termogravimetria e termogravimetria derivada (B), espectro de infravermelho
(C) e difratograma de raios-X de pé (D) do brometo de ipratropio (BI) obtidas.
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Fonte: A autora.

O espectro de FTIR do Bl pode ser visualizado Figura 15C, o
gual apresentou regides caracteristicas que foram condizentes com
dados observados na literatura, sugere-se que bandas de média
intensidade em 3490, 3389, 3335 e 3263 cm™sd0 correspondentes ao
grupamento amina. Entre 3084 e 2805 cm™ foi observado um conjunto
de bandas correspondente ao estiramento da cadeia carb6nica. O grupo
éster foi identificado por uma intensa banda em 1711 cm, referente a
carbonila do éster, e em 1600 cm™ bandas correspondentes a porcéo
etérea foram observadas. (SILVERSTEIN et. al., 2006; BRITTAIN,
2003).

O difratograma do BI (Figura 15D) indicou a substancia com
cristalina, sem apresentar halo de amorfizacéo, com picos caracteristicos
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e com intensidade muito similar ao encontrado na literatura, sendo as
principais reflexfes observadas em 11,22; 13,77; 14,94; 17,01; 20,05 e
22,46 ° (ABDINE; BELAL; AL-BADR, 2003).

As curvas DSC dos carreadores, misturas e comparativo com o
farmaco estdo demonstradas na Figura 16. Com relacédo ao perfil térmico
dos carreadores, a LAC apresentou um evento endotérmico em 146,58
°C, correspondente a evaporacao da agua de cristalizacdo, e um segundo
evento endotérmico a 216,85 °C referente a fusdo que foi seguida de
degradacdo (AL-AKAYLEH et al., 2013).

Ambas CDs apresentaram endotermas proximas a 100 °C,
atribuidas a desidratacdo, visto que na cavidade hidrofilica das CDs
encontram-se alojadas moléculas de agua (XIAO et al., 2014). Nao
foram observados outros eventos nas curvas DSC das CDs.

A QTS exibiu alteragdo na linha de base, sendo um indicativo de
Ty Todavia, na faixa de temperatura de trabalho ndo foram observados
eventos térmicos (BOGGIONE et al., 2017). Todos os dados
apresentaram-se condizentes com o0s encontrados na literatura, a
decomposicdo dos carreadores ocorre em temperaturas superiores a 250
°C, como foi relatado por Xiao e colaboradores (2014) (para B-CD e
HP-B-CD) e Boggione e colaboradores (2017) (para QTS).

A T, dos carreadores foi encontrada em busca na literatura, sendo
igual a 61,1 °C para B-CD e a 61 °C para QTS de baixo peso molecular.
A HP-B-CD e a LAC, na forma a-lactose monoidratada ndo apresentam
esse tipo de transicdo do estado s6lido (DHAWADE JAGTAP, 2012)

O conhecimento da temperatura de T, torna-se imprescindivel
para o desenvolvimento de formulag¢fes por SD. A secagem e formagéo
rapida das particulas sob temperatura acima da Ty propiciam o estado
amorfo dos materiais. Essa forma é geralmente mais hidrossoluvel,
facilitando a dissolucdo e consequentemente sua farmacocinética. A
monitorizagdo da Ty dos produtos finais € uma forma de identificar
interacdes entre 0os componentes e avaliar se estes se encontram na
forma cristalina ou amorfa (PERRONE et al., 2016).

Nos espectros FTIR dos carreadores (Figura 17) a LAC exibiu
duas regides com bandas caracteristicas, em torno de 3334 cm®,
referente & hidroxila, bandas em 2970, 2926 e 2902 cm™ relativas &
porcdo alcano da molécula e em 1027 cm™, que indicam a ligacéo
glicosidica entre a galactose e glicose (C-O-C) (LISTIOHADI et al.,
2009). Os dados obtidos da matéria-prima LAC permitiram identifica-la
como a forma o-Lactose monohidratada, sendo essa a mais utilizada em
diversas formas farmacéuticas, incluindo formulag@es inalatdrias, pelo
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fato de apresentar melhor estabilidade, fluxo e facil producéo industrial
(DFE PHARMA, 2013; KIRK; DANN; BLATCHFORD, 2007).

Figura 16 - Curvas obtidas por calorimetria exploratéria diferencial para os
carreadores lactose (LAC), pB-ciclodextrina (B-CD), hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HP-B-CD), respectivas misturas fisicas (1:1 m/m) e farmaco
brometo de ipratrépio (Bl) para analise comparativa.
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As CDs apresentaram espectros FTIR similares, onde denotam-se
trés regides caracteristicas, com bandas largas em aproximadamente
3300 cm™, indicando a presenca de hidroxilas nas CDs e nas moléculas
de 4gua. Entre 2930 e 2250 cm™, bandas relativas a cadeia carbdnica.
Entre 1157 e 1000 cm™ bandas de intensidade média a alta ocorrem
devido as ligagdes etéreas e glicosidicas dos oligossacarideos de glicose
(EL-KEMARY et al., 2011; XIAO et al., 2014).

A intensidade das bandas no espectro da HP-B-CD é reduzida
devido a adi¢do de uma cadeia carbdnica na molécula de B-CD, que
confere um carater mais hidrofébico a CD modificada, o que diminui as
interacdes intermoleculares do tipo ligacdo de hidrogénio, sendo que a
andlise experimental é realizada com menor interferéncia da umidade
atmosférica. O fato é confirmado pela diferenca de largura nas bandas
correspondentes as hidroxilas, sendo que bandas mais largas indicam a
participagdo das hidroxilas em ligagdes de hidrogénio inter e
intramoleculares. Além disso, o fato desta ser uma modificagdo quimica
da B-CD, acrescida do grupo hidroxipropil, faz com que no espectro
uma sutil banda em 2971 cm™ seja acrescida (BARBOZA et al., 2009).

A QTS apresentou bandas caracteristicas em 3420 cm™ atribuida
a deformacéo axial do grupo O-H associado a outros grupos polares por
ligacBes de hidrogénio intra e intermoleculares, em 3300 cm™ decorrente
da ligacdo N-H, em 1650 e 1560 cm™ correspondente as amidas da
molécula, em 1070 a 1030 cm™ pertencente a carbonila e bandas
intensas entre 800 e 1200 cm™ devido a presenca de anéis piranosidicos
(BOGGIONE et al., 2017; QIAO et al., 2017).

A interagdo no estado solido foi avaliada inicialmente pelas
misturas fisicas na proporcdo 1:1 (m/m) de Bl com cada um dos
carreadores. A analise térmica e a FTIR demonstram-se como bons
preditores de interagBes farmaco-carreador, por apresentar alta
sensibilidade, utilizar pouca quantidade de amostra e se tratarem de
técnicas relativamente rapidas.

Na curva DSC da mistura de Bl e LAC (Figura 16), foram
observados o0s eventos de desidratacdo do farmaco e da LAC, em 108,22
e 143,99 °C, respectivamente. As mesmas temperaturas foram
observadas para as matérias-primas isoladas, sendo indicativo da
auséncia de interacdo entre o farmaco e o excipiente. Outro evento
endotérmico sem perfil definido a 177,88 °C foi observado, sendo em
temperatura inferior a fusdo de ambas as matérias-primas,
provavelmente da caramelizacdo da lactose e solubilizacdo do farmaco
na fase liquida. O fato observado indica que a mistura dos compostos
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guando submetida a altas temperaturas pode apresentar
desconformidades no produto final, por incompatibilidade fisica.

Figura 17 - Perfis obtidos por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier para os carreadores lactose (LAC), B-ciclodextrina (-
CD), hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) e respectivas misturas, em
comparagdo com o fArmaco brometo de ipratropio (Bl).
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Fonte: A autora.
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A curva DSC da mistura entre BI e B-CD (Figura 16) apresenta
dois eventos endotérmicos entre 50 e 120 °C, correspondentes a
desidratacdo da CD em questdo e do farmaco, respectivamente. Outros
eventos endotérmicos foram observados em 221,41 °C e a partir de
aproximadamente 248 °C, correspondentes a fusdo do BI, seguidos de
decomposicdo da mistura.

Diferentemente a mistura BI:HP-B-CD apresentou apenas um
evento endotérmico em 108,85°C, decorrente da desidratacdo da
amostra, seguida de estabilizacdo da linha de base até 233,78 °C, onde
foi observado um evento endotérmico, correspondente a decomposicao
do material.

Em ambas as curvas DSC das CDs nao foi possivel observar
evento de fusdo do BI caracteristico, além disso, ocorreram
deslocamentos da temperatura de fusdo do farmaco isolado, sendo um
indicio de interagdo. No caso da mistura com B-CD, o farmaco pode ter
interagido de formas e intensidades distintas, originando dois eventos
endotérmicos.

No caso das CDs, a deteccdo de interacfes pode indicar a
inclusdo do farmaco na cavidade hidrofdbica da CD. Para farmacos
lipossollveis esse tipo de interacdo possibilita maior proporcdo de
farmaco solubilizado no meio. Em contraste, para farmacos
hidrossoluveis inclusdo na cavidade prolongaria o tempo de liberagdo do
farmaco, caracterizando uma liberacéo prolongada.

A mistura entre Bl e QTS (Figura 16), apresentou perfil
semelhante ao Bl isolado, com um evento endotérmico proximo dos 100
°C, fusdo em 235,73 °C, seguido de decomposi¢do, que possivelmente
sobrepds o evento exotérmico observado na curva DSC da QTS. O
perfil do evento de fusdo do farmaco, quando em mistura, foi alterado,
porém com essa técnica ndo foi possivel afirmar interagdes entre os
compostos.

A respeito da andlise por FTIR das misturas fisicas (Figura 17),
na mistura que continha LAC houve predominancia do espectro do BI,
que guando isolado apresentava bandas mais intensas. De maneira geral,
guando em mistura houve diminui¢do na intensidade das bandas de
ambos os compostos, porém sem deslocamento significativo, sendo as
principais bandas do BI identificadas no espectro da mistura,
sobrepondo em alguns casos bandas da LAC. Portanto, ndo foram
identificadas interagdes entre as matérias primas Bl e LAC por meio da
técnica de FTIR.

No espectro FTIR da mistura entre BI ¢ B-CD (Figura 17) foi
observado alargamentos das bandas na regido de 3300, devido ao
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caracteristico perfil de estiramento da hidroxila, presente no espectro da
B-CD, podendo também ser um indicativo de interacdo intermolecular.
Deslocamentos ndo significativos foram observados, bandas de ambos
compostos foram observadas no espectro.

Para a mistura entre Bl e HP-B-CD foi obtido um espectro com
deslocamentos ndo significativos, com a presenca de bandas de ambos
Compostos.

Ao comparar os espectros das misturas de Bl com B-CD e HP-§-
CD, ha distincdo de intensidade nas bandas relativas ao grupo éster do
Bl, sendo de maior intensidade na mistura com HP-B-CD. Esse
indicativo de ligacdo foi investigado por outras metodologias,
apresentadas nas proximas seces do trabalho. De maneira geral, nas
duas misturas de BI com CDs, as bandas intensas do Bl sdo capazes de
prevalecer no espectro.

O espectro da mistura fisica entre Bl e QTS (Figura 17)
apresentou diminuicdo na intensidade das bandas caracteristicas de
ambos compostos, sendo que as bandas agudas do Bl se sobressaem no
espectro, porém, ndo é possivel observar a formagdo de novas bandas.

A andlise das misturas fisicas por meio da técnica de FTIR ndo
permitiu identificar interacfes entre Bl e os carreadores, onde as bandas
caracteristicas do Bl ocorrem em deslocamentos similares as bandas
caracteristicas dos carreadores. Além disso, a experimentacdo €
realizada com as misturas fisicas sem a influéncia de fatores como a
temperatura e a presenca de solvente, que sdo capazes de acelerar e
desencadear reagdes entre 0S COmpostos.

As imagens obtidas por MEV das matérias primas estdo
apresentadas na Figura 10. A analise microscopica do Bl (Figura 18)
revelou uma superficie lisa e granulos irregulares de pequeno tamanho
com distribuicdo de tamanho variado, 0 mesmo padrdo microscépico
observado por diversos autores (CORRIGAN; CORRIGAN; HEALY,
2006; KIM; SHING, 2008; VINJAMURI; HAWARE; STAGNER,
2016).

A LAC apresentou uma superficie com leves irregularidades,
tamanho de granulos ndo uniformes e maiores quando comparados ao
BI. Nas CDs foram identificados padroes distintos, sendo para B-CD
granulos irregulares de pequenos tamanhos, para HP-B-CD o formato
dos granulos esteve entre quadrados com bordas arredondadas e esferas
com superficie levemente porosa. A QTS exibiu superficie lisa e
formato de agulhas aglomeradas.
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Figura 18 - Fotomicrografias das matérias primas utilizadas. Sob aumentos de
2000x e 5000x para brometo de ipratrépio (BI), 1000x para lactose (LAC),
2000x para B-ciclodextrina (B-CD), hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD)
equitosana (QTS).
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Fonte: A autora.

Outro pardmetro utilizado para avaliar a interacdo entre os
compostos foi o método de Flory-Huggins. Para os calculos foram
utilizados os valores apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Varidveis utilizadas no calculo do parametro de solubilidade de
Flory-Huggins.

Matéria-prima Densidade* Massa molar Volume molecular
(g/cm?d) (g/mol) (cm3/mol)
Bl 1,41 412,37 292,67
B-CD 1,46 1134,98 779,63
HP-B-CD 1,28 1541,55 1191,12
QTS 1,53 143932,26 93317,06

*Determinada experimentalmente por picnometria a gas.
Fonte: A autora.

A entalpia de fusdo do BI foi calculada pelo software, sendo essa
igual a -46935,73 J/mol. A densidade realizada experimentalmente por
picnometria em gas hélio permitiu a utilizacdo de valores mais
fidedignos nos célculos.

As massas molares do BI, B-CD e HP-B-CD podem ser
facilmente calculadas e encontradas em diversas literaturas, visto que
apresentam estrutura quimica fixa. Entretanto, para a QTS que é um
polimero natural, a massa molar deve ser obtida experimentalmente.
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Para isso foram preparadas solugdes nas concentragfes de 0 a 1,5 g/L,
das quais foi mensurada a viscosidade em viscosimetro de Brookfield,
determinada a viscosidade especifica (mesp), seguindo a Equacdo 3
(item 3.3), os dados foram utilizados para construir uma curva (Figura
19), onde o eixo X representa a concentracdo de QTS e 0 eixo Y, a razdo
entre nesp e concentragao da QTS.

Figura 19 - Relagdo entre viscosidade especifica e concentragdo quitosana, onde
0 eixo X é composto pelas concentragdes de quitosana (QTS) e o eixo Y, pela
razédo entre viscosidade especifica e concentracdo de QTS.
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Fonte: A autora.

A partir da curva foi determinada viscosidade intrinseca [n], a
qual ¢ representada pela intersec¢do do eixo Y. Utilizando o valor de [n]
obtido e considerando o e K constantes, sendo iguais a 0,93 e 1,81 x 10°
3, respectivamente, foi calculada a massa molar viscosimétrica média da
QTS utilizada, sendo igual a 143932,26 g/mol.

O volume molecular de todos os compostos foi calculado
utilizando os dados de massa molar e densidade.

As curvas resultantes dos calculos do estudo de interacdo
aplicando a teoria de Flory-Huggins e curvas DSC estdo demonstradas
na Figura 20.

A teoria de Flory-Huggins ndo foi aplicada na mistura entre Bl e
LAC, devido ao carreador apresentar ponto de fusdo menor do que o
farmaco, seguido de degradacdo, impossibilitando a visualizagdo do
ponto de fusdo do farmaco.
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Figura 20 - Curvas resultantes do estudo de interacdo aplicando a teoria de
Flory-Huggins e curvas de calorimetria exploratéria diferencial das misturas
farmaco:carreador em diferentes proporgGes, onde a porcentagem indicada é
referente ao brometo de ipratrépio (BI).
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Fonte: A autora.

O parametro de interagdo, representado por ¥, foi empregado com
0 intuito de fornecer valores numéricos as interacbes em misturas de
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carreadores e farmaco. Basicamente a teoria de Flory-Huggins €
interpretada indicando baixa miscibilidade quando valores de y sédo
positivos e alta miscibilidade com valores negativos. Os valores de
parametro de solubidade obtidos foram de —3,86 para B-CD, -5,35 para
HP-B-CD e 1,9 mPa para QTS, apontando 6tima miscibilidade entre Bl
e as CDs, ou seja, a interacdo carreador- fArmaco é mais favorecida que
as interagdes farmaco-farmaco e carreador-polimero nesses sistemas.

Ainda que a mistura de BI e QTS apresente valor de y indicativo
de baixa miscibilidade, esse é considerado baixo em relacdo a outros
sistemas encontrados na literatura, tal fato se deve ao volume molecular
ocupado pelos compostos, que é dependente da massa molar. Como a
massa molar determinada para a QTS é extremamente alta, comparada
aos outros carreadores, 0 parametro de solubilidade gerado indica que
uma pequena propor¢do de moléculas QTS é capaz de ser solubilizada
guando em mistura com moléculas de Bl. Termodinamicamente, isso
pode ser explicado pelo fato da aleatoriedade do sistema aumentar,
devido as inidmeras configuragbes, o que faz a entropia da mistura
aumentar significativamente (ICOZ; KOKINI, 2007).

Nas curvas de DSC (Figura 20) das misturas em proporcdes
geométricas, foi possivel observar o deslocamento dos eventos de fusao,
a diminuicdo da variacdo de entalpia e na caracteristica do ponto de
fusdo do farmaco, isso ocorre pela presenca das CDs e da QTS no
sistema, sendo que a medida que a proporcdo de carreador aumenta as
diferengas sdo mais facilmente identificadas.

Ainda na maior proporcdo de carreador utilizada nessa
metodologia (25%), ndo foram observados perfis iguais aos que foram
obtidos nas misturas fisicas na proporcéo 1:1 (Figura 16), em atencdo a
importancia da estequiometria para que ocorram as interagdes, sendo
nas CDs, possivel inclusdo do farmaco na cavidade hidrofébica.

Marsac e colaboradores (2009) destacam que em sistemas
farmacéuticos a teoria de Flory-Huggins pode ser aplicada a misturas
em que o polimero apresente transicdo vitrea menor que o ponto de
fusdo do farmaco, sendo assim aplicavel a todos os sistemas farmaco-
carreador avaliados (MARSAC; LI; TAYLOR, 2009).

Embora ndo sejam consideradas as interagGes intermoleculares,
0s resultados demonstraram que 0s carreadores apresentam alto
potencial de interacdo com o farmaco, o que no caso das CDs é de
extrema relevancia.
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4.2 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE FASES

O estudo de solubilidade de fases foi realizado para avaliar a
formagéo de complexos de inclusdo do farmaco com as CDs. Como as
CDs tendem a aumentar a solubilidade da molécula hospedeira, é
realizado o monitoramento da solubilidade da molécula hospedeira, no
caso o B, em solugbes com concentragdes crescentes de CDs (VEIGA,
PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

Sendo assim, 0 método aplicado aos demais carreadores, sobre 0s
quais ndo se tem informacGes de alteracdo na solubilidade, pode gerar
resultados de dificil e falha interpretagdo.

A curva de calibracdo obtida por espectrofotometria UV a 208
nm esta demonstrada na Figura 21A, (r2= 0,999, Equacdo da reta: y =
0,041x + 0,042), foi composta por cinco pontos entre 1,25 e 20 pg/mL,
utilizada para calcular a concentragdo das amostras no estudo de
solubilidade de fase. A presenca das CDs ndo interferiu na quantificacéo
do farmaco.

A interacdo do Bl com as CDs ocorreu de forma semelhante
(Figura 21B), visto que a formagdo de um platd nas representacdes
graficas impossibilitou a realizacdo dos calculos comumente utilizados
para determinagdo da estequiometria e constante de estabilidade
aparente. N&o hé diferenga significativa (p>0,05) entre as concentragdes
de BI dissolvidas apés 24 h.

Figura 21 - A: Curva de Calibragdo do BI, obtida no espectrofotdmetro na
regido do ultravioleta. B: Diagrama de solubilidade de fases obtidos na
interagdo de brometo de ipratropio (BI) com B-ciclodextrina (B-CD) e
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD).
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Fonte: A autora.
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O fato de se tratar de um farmaco hidrofilico, com poucos e
divergentes dados de solubilidade na literatura dificulta a adicdo de
excesso de farmaco. Em teste realizado, foi constatado que seriam
necessarios mais de 25 mg/mL para obter uma suspensdo de BI.

4.3 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular, um dos ramos da modelagem molecular, é
aplicada com o objetivo de prever ligacbes ndo-covalentes entre
moléculas. Os carreadores foram considerados na analise como
receptores e o fArmaco como ligante.

A docagem realizada originou nove configuragdes moleculares,
cada uma com seu respectivo nivel de afinidade e a raiz do desvio
quadrdtico médio (root mean square deviation (RMSD)) da
configuragdo 1, os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da docagem molecular para o0s sistemas
receptores/ligante.

Carreador/  Configuragdo  Afinidade RMSD da configuragéo 1 (A)
Receptor (kcal/mol) (ub) (Ib)
1 -2.3 0 0
2 -2.2 2,921 6,948
3 -2.2 2,088 3,005
4 -2.1 2,124 3,647
LAC 5 -2.0 2,829 3,815
6 -2.0 9,055 11,027
7 -2.0 2,873 6,955
8 -1.9 1,718 2,63
9 -1.9 2,798 6,723
1 -5.5 0 0
2 -54 0,991 1,704
3 -5.3 2,509 5,303
4 -5.2 2,312 3,981
pB-CD 5 -5.1 2,319 3,776
6 -5.0 1,482 2,504
7 -5.0 3,127 5,95
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8 -5.0 2,967 5,646
9 -4.9 1,989 2,928
1 -4.5 0 0
2 -4.4 3,507 6,861
3 -4.4 3,213 5,246
4 -4.4 2,519 6,091
HP-B-CD 5 -4.4 1,682 2,335
6 -4.4 2,608 6,405
7 -4.3 2,295 6,625
8 -4.3 2,33 6,338
9 -4.3 2,719 6,446
1 -4.1 0 0
2 -3.9 3,021 7,788
3 -3.8 2,816 7,647
QTS 4 -3.8 2,806 6,755
5 -3.8 3,091 4,195
6 -3.7 9,423 12,199
7 -3.7 2,577 6,614
8 -3.7 3,571 5,599
9 -3.6 12,317 16,265
1 -3.9 0 0
2 -3.8 2,197 3,462
3 -3.7 2,787 5,582
4 -3.7 1,185 2,405
a-CD 5 -3.6 2,814 3,739
6 -3.6 3,183 4,941
7 -35 1,683 2,764
8 -3.5 3,014 6,221
9 -35 3,023 5,329
1 -5.2 0 0
2 -5.2 3,331 5,305
3 -5.1 3,604 5,739
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4 -5.1 2,507 6,393
v-CD 5 -5.0 2,397 6,602
6 -4.9 3,23 5,48
7 -4.9 2,513 6,451
8 -4.8 2,709 6,348
9 -4.7 2,117 6,209

Fonte: A autora.

O parametro RMSD indica o alinhamento da estrutura do Bl em
cada configuracéo, sendo a configuracdo 1 utilizada como comparativo,
ub relacionada a liga¢do mais distante acima e Iba ligacdo mais distante
abaixo. Assim, as diferencas observadas na Tabela 6 permitiram analisar
em cada um dos sistemas se 0 grau de afinidade esta relacionado com
configuragdes semelhantes.

Os valores de afinidade ou magnitude de interagdo mostram quéo
facilitada e estavel é a interagdo receptor/ligante, de acordo com a
configuragdo correspondente. Tendo em vista que reacfes espontaneas
apresentam valores de energia negativos, configuracdes mais estaveis
sdo aquelas de menor valor.

No sistema LAC/BI a configuracdo mais estavel apresentou
afinidade de -2,3 kcal/mol, enquanto a menos estavel -1,9 kcal/mol,
demonstrando pouca diferenca entre si. Com relacdo as configuracdes,
houve pouca diferenca entre os valores de RMSD.

Figura 22 - A: configuracdo mais estavel do sistema LAC/BI, B: representagio
das trés configuragfes mais estaveis do sistema LAC/BI. No qual as cores, azul,
verde e vermelho indicam as configuragfes 1, 2 e 3, respectivamente. Carreador
apresentado por ball/stick e farmaco stick.

Fonte: A autora.
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Realizada a analise de p6s-docking (Figura 22), foram observadas
trés ligacBes de hidrogénio para configuracdo 1, ainda assim ndo héa
diferenca de RMSD entre as configuragdes 1, 2 e 3 foi de apenas 0,1
kcal/mol, sugerindo que nesse sistema as ligacfes de hidrogénio ndo o
tornam significativamente estavel.

O sistema B-CD/BI demonstrou alta estabilidade de ligacdo para
todas as configuracbes, de -4,9 a -5,5 kcal/mol, sendo dentre os
estudados o mais estavel com diferenca notavel do menos estavel,
LAC/BI. De acordo com os valores de RMSD para o sistema, ndo houve
discrepancia entre as configuragdes, ainda que o intervalo de energia
entre as configuracGes tenha sido o maior.

Figura 23 - A: configuragdo mais estavel do sistema 3-CD/BI, B: representagéo
das trés configuragdes mais estaveis do sistema B-CD/BI. No qual as cores,
azul, verde e vermelho indicam as configuragdes 1, 2 e 3, respectivamente.
Carreador apresentado por ball/stick e farmaco stick..

Fonte: A autora.

As imagens de pos-docking estdo demonstradas na Figura 23,
onde foram detectadas duas ligagdes de hidrogénio entre os 4tomos de
oxigénio de BI e o hidrogénio do anel interior da B-CD para a
configuracdo 1, a mais estavel. Para configuracdo 2 foram detectadas
duas ligacGes de hidrogénio e apenas uma para configuracéo 3.

Considerando a estereoquimica do sistema, sugere-se que a
estabilizacdo do sistema é majoritariamente exercida pelo efeito gaiola,
ou seja, pela inclusdo do BI na cavidade da -CD. A docagem molecular
também indicou que ocorre a inclusdo do BI pela B-CD, sustentando a
hipotese.
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A magnitude de interagéo para o sistema HP-B-CD/BI foi de -4,3
a -4,5 kcal/mol, dentre os sistemas foi 0 que obteve menor intervalo de
energia e com diferenca de configuracdo também baixa, pela analise dos
valores de RMSD.

No pos-docking (Figura 24) foi possivel observar  que das trés
mais estaveis, apenas a configuracdo 2 apresentou ligacdo de
hidrogénio, sendo que essa ndo favoreceu para que a configuragdo 2
fosse a mais estavel. Foi observada pequena diferenca de afinidade entre
as configuracbes 1 e 2, nenhuma diferenca entre as configuracgdes 2, 3,
4,5¢e6.

Ao comparar as configuragdes mais estaveis do sistema $-CD/BI
com o HP-B-CD/BI, o ligante ndo apresenta configuracdes semelhantes,
sugerindo que o grupamento hidroxipropil fornece certa repulsdo entre
as moléculas, gerando menor magnitude de afinidade ao sistema HP-f3-
CD/BI.

Figura 24 - A: configuracdo mais estavel do sistema HP-B-CD/BI, B:
representacdo das trés configuragcdes mais estaveis do sistema HP-B-CD/BI. No
qual as cores, azul, verde e vermelho indicam as configuracdes 1, 2 e 3,
respectivamente. Carreador apresentado por ball/stick e farmaco stick..

Fonte: A autora.

O sistema QTS/BI apresentou afinidade entre -3,6 e -4,1
kcal/mol, com intervalo entre as afinidades de 0,5 kcal/mol, inferior
apenas ao sistema B-CD/BI. Os valores de RMSD indicam que as
configuracdes sdo diferentes entre si, o que ndo foi observado para 0s
demais sistemas.

Como pode ser observado na Figura 25, a anélise de p6s-docking
revelou ndo haver ligacbes de hidrogénio em nenhuma das trés
configuragdes mais estaveis. Os dados sugerem que nesse sistema o
farmaco apresenta uma flexibilidade maior, possivelmente por ndo haver
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ligacdes de hidrogénio em nenhuma configuracdo e pela estereoquimica
da molécula de QTS ndo aprisionar o BI, como ocorre nas CDs.

Figura 25 - A: configuracdo mais estavel do sistema QTS/BI, B: representacéo
das trés configuragdes mais estaveis. No qual as cores, azul, verde e vermelho
indicam as configuracles 1, 2 e 3, respectivamente. Carreador apresentado por
ball/stick e fArmaco stick.

Fonte: A autora.

Em suplementagdo aos resultados, a docagem molecular também
foi realizada com as CDs a-ciclodextrina (a-CD) e y-ciclodextrina (y-
CD) como receptores.

A afinidade do sistema a-CD/BI esteve entre -3,5 e -3,9 kcal/mol,
sendo a menos estavel entre as CDs, dentre todos 0s sistemas é apenas
mais estavel do que o sistema LAC/BI. Ndo houveram alteractes
bruscas de configuracdo, o que pode ser observado pelos valores de
RMSD, na Tabela 6.

O pos-docking (Figura 26) evidenciou a presenca de trés ligacdes
de hidrogénio, uma na configuracdo 1, entre o hidrogénio do grupo
hidroxila do BI e um oxigénio ciclico da a-CD. As outras duas ligaces
foram observadas para a configuracdo 3. As ligac6es de hidrogénio ndo
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foram capazes de tornar o complexo estavel como as demais CDs, isso
devido ao tamanho da cavidade hidrofébica ndo alojar o BI
efetivamente.

Figura 26 - A: configuracdo mais estavel do sistema a-CD/BI, B: representagdo
das trés configuragdes mais estaveis do sistema a-CD/BI. No qual as cores,
azul, verde e vermelho indicam as configuragBes 1, 2 e 3, respectivamente.
Carreador apresentado por ball/stick e farmaco stick.

Fonte: A autora.

Para o sistema y-CD/BI a afinidade esteve entre -4,7 e -5,2
kcal/mol (Tabela 6), sendo o segundo sistema mais estavel, com
pequeno intervalo de magnitude. A analise dos dados de RMSD indica
pouca diferenca entre as configuragdes.

Figura 27 - A: configuragdo mais estavel do sistema y-CD/BI, B: representagdo
das trés configuragdes mais estaveis do sistema y-CD/BI. No qual as cores, azul,
verde e vermelho indicam as configuragfes 1, 2 e 3, respectivamente. Carreador
apresentado por ball/stick e farmaco stick.

A Vg B

Fonte: A autora.
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O pods-docking desse sistema (Figura 27) mostra duas ligacdes de
hidrogénio para configuragdo 1, as quais ocorrem na mesma regido da
molécula, entre o oxigénio da hidroxila do Bl e hidrogénios de
hidroxilas da molécula de y-CD. Para configuragdo 3 também foi
identificada uma ligacdo de hidrogénio em posicdo equivalente a
configuragdo 1.

A diferenca basica entre a-CD, p-CD ¢ y-CD é o numero de
unidades de glicose com que é formada, sendo seis, sete e oito,
respectivamente. O nlimero de unidades de glicose é proporcional ao
volume da cavidade hidrofébica, algo que foi influenciou diretamente
nos resultados obtidos.

A 0-CD, de cavidade hidrofébica menor, ndo foi capaz de alojar
efetivamente o farmaco, enquanto a y-CD, possuindo a cavidade de
maior volume, alojou Bl de forma eficaz, porém com distancia
intermolecular maior do que no sistema 3-CD/BI. O volume da cavidade
hidrofébica da B-CD se mostrou ideal para alojar o Bl com distancia
intermolecular pequena, tornando esse o sistema mais estavel.

Deve-se salientar que a analise de docagem molecular é
investigativa, ndo inclui efeitos entrdpicos, relacionados ao solvente,
temperatura e pressdo. Todavia, 0s resultados sdo bases confiaveis e
precisas para analises moleculares posteriores e na auséncia de dados
experimentais, suficientemente validos na tomada de decisGes.

O parametro de solubilidade obtido por Flory-Huggins indicou
que a QTS apresenta maior interagdo com o Bl, seguida pela HP-B-CD e
por fim a B-CD, diferentemente da docagem molecular. Os métodos
analisam de formas diferentes, a teoria de Flory-Huggins considera
fatores fisico-quimicos como volume e ponto de fusdo do farmaco,
enquanto a docagem molecular realizada é focada na estereoquimica das
moléculas, por isso 0s resultados ndo apresentam a mesma ordem de
interagdo.

Considerando os resultados de andlise de mistura de farmaco e
carreadores, pardmetro de solubilidade por Flory-Huggins e docagem
molecular, foram excluidos do estudo a LAC, a-CD ¢ y-CD. As CDs
foram excluidas devido a analise de docking indicar menor afinidade
nos sistemas. Os carreadores B-CD e QTS foram selecionados devido a
apresentarem 6timos resultados em todas as metodologias aplicadas. A
HP-B-CD foi selecionada por ser analoga a B-CD, podendo assim ser
estudado o impacto do grupo hidroxipropil da fase farmacotécnica até a
liberacéo do farmaco.
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4.4 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAGOES

Escassa literatura referente a formulagBes contendo o0s
carreadores para aplicacdo pulmonar foi encontrada, da qual ndo ha
trabalhos contendo os carreadores selecionados e BI. Pela falta de dados
foi realizado um delineamento de experimentos para selecionar as
melhores condigdes de producdo para incorporagéo do farmaco.

Como as variaveis a serem avaliadas ja eram conhecidas,
recorreu-se a MSR. Singh e Mooter (2016) descreveram variaveis que
influenciam na formacdo e secagem das particulas por SD, dessas a
concentracdo da solucdo de secagem, a composi¢cdo da amostra, a
aspiracdo e a temperatura de entrada sdo as de maior impacto na
formacéo de particulas pequenas (SINGH; MOOTER, 2016).

As respostas obtidas para as formulagdes obtidas estdo
demonstradas na Tabela 7, os modelos de respostas apresentaram-se
estatisticamente relevantes. Para tamanho de particula p<0,05,
correlacdo de r2igual a 0,73 e r2 gjustado de 0,41. O modelo de resposta
para rendimento apresentou p<0,0005, correlacdo r2 de 0,98 e r? ajustado
de 0,96.

Na Tabela 7 estdo apresentadas as respostas obtidas para o
delineamento experimental. As formulagGes sem adi¢do do farmaco
estdo organizadas de forma aleatoria, a letra “Q” indica as amostras
contendo QTS, “B” as compostas por B-CD e “H” as que contem HP-f3-
CD, a letra “R” representa as formulagdes feitas em replicata, a
numerag&o identifica cada uma das distintas formulagdes.

Tabela 7 - Respostas obtidas para o delineamento experimental das formulagdes
sem a incorporacdo do farmaco.

Rendimento (%) Tamanho de particula (um) Desvio padrao (um)

Q2 56,73 412 2,99
B1 49,34 3,06 1,39
Q5 50,74 375 1,68
Q9 31,28 4,19 1,76
H5 78,62 3,53 1,49
B2 47,93 4,54 2,11
Q1 44,28 2,46 1,62
Q7 58,81 4,65 1,80
H3 68,84 3,75 1,65
H6 62,40 2,91 1,47
B3 52,04 2,23 1,10
B4 47,31 2,69 1,55

B5 55,72 2,73 1,63
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H7 71,12 2,73 1,36
Q3 55,34 3,08 1,77
B1 55,72 273 1,63
H2 70,19 3,37 1,33
H4 71,91 3,18 1,55
Q8 55,34 3,59 1,17

RH1 78,62 3,53 1,49
H8 50,00 3,40 1,45
Q6 50,57 4,39 2,13
H1 65,53 3,87 1,71

RH2 50,00 3,40 1,45

RQ1 50,57 4,39 2,13
B6 57,65 2,70 1,38
B7 53,07 2,13 1,02
Q4 42,24 3,67 2,16
B8 50,12 2,98 1,96

RH3 71,91 3,18 1,55
BO 63,39 2,34 1,28
HO 50,00 2,44 1,67
QO 68,03 2,72 2,34

Fonte: A autora.

Como respostas foram avaliados o rendimento e tamanho de
particula, os quais sdo dependentes do processo de secagem e escolha
dos parametros. Sendo que, o rendimento é um fator importante no
escalonamento da producéo das formulacdes e, o tamanho de particula e
os desvios padrdes (DP) sdo imprescindiveis para a esse tipo de forma
farmacéutica. No apéndice B estdo apresentadas variaveis de producio e
respostas obtidas para cada uma das formulacGes ausentes de BI.

Na Figura 28 estdo apresentadas algumas das imagens obtidas por
MEV. No aumento de 5000x é possivel analisar a morfologia detalhada
das particulas, enquanto que no aumento de 1000x nota-se a distribuicdo
populacional das particulas, sendo esse aumento utilizado na
mensuragdo do tamanho de particula.

Durante a analise do tamanho de particula por imagens de MEV,
por meio do software ImageJ 1.52a, as particulas sdo limitadas por uma
linha e numeradas no centro, facilitando o levantamento, sendo que
essas delimitacdes sdo observadas nas imagens MEV da Figura 28, no
aumento de 1000x.



93

Figura 28 - Fotomicrografias das formula¢Bes obtidas por spray-drying sem a
incorporacdo de farmaco. Na primeira linha as imagens encontram-se no
aumento de 5000x, na segunda linha sob aumento de 1000x.

10kV X500 Spm LCME-UFSC

10k X1,000  10pm LCMEWFSC

Fonte: A autora.

As formulacBes contendo CDs apresentaram morfologias
similares, particulas com aspecto esférico e com poros. As formulagdes
elaboradas com QTS, em geral, apresentaram-se esféricas com poros
guando em temperatura de secagem mais baixa e esféricas rugosas
guando a secagem ocorreu sob temperaturas mais altas.

Quanto a distribuicdo das particulas, as formulagcdes contendo
CDs exibiram maior homogeneidade quando comparada com as
formulagdes de QTS.

O rendimento da maioria das formulacbes foi considerado
adequado, estando entre 47,31 e 63,93 % para formula¢des produzidas
com B-CD, entre 50 e 78,62 % para HP-B-CD e entre 31,28 e 68,03 %
para QTS.

Quanto aos tamanhos de particula, as formulagbes contendo f-
CD apresentaram menor tamanho, com média de 2,81 pum, em seguida
as formulagbes de HP-B-CD, com média de 3,26 pum e, por fim, as
formula¢des contendo QTS, onde a média foi de 3,68 um. Todas as
formulagbes apresentaram-se adequadas, considerando que a
incorporacao do farmaco tende a aumentar o tamanho de particula.

Realizada a otimizagdo dos modelos, foi selecionado o critério de
tamanho de particula, no intervalo de 3 a 5 um, para obter as condi¢des
de produgdo das formulagdes contendo Bl. Foram produzidas nove
formulagdes, trés compostas por B-CD, duas por HP-B-CD e quatro por
QTS, utilizando distintas condi¢cBes de producdo e concentracdo de
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carreador e BI, como descrito no item 3.6, as imagens obtidas estdo
demonstradas na Figura 29.

Figura 29 — Imagens de microscopia eletronica de varredura das formulagGes
contendo BI.

Fonte: A autora.

Ao incorporar o Bl nas formulagdes ocorreu uma interferéncia na
metodologia de analise do tamanho de particula, uma vez que a tensdo
aceleradora exercida no preparo das andlises de MEV deformou as
particulas. Nas imagens (Figura 29) ndo foi possivel delimitar as
particulas e proceder com a mensuracgdo dos tamanhos de particula. Isso
foi observado para as formulagdes contendo CDs produzidas sob
temperaturas mais baixas.

O mesmo efeito foi observado por Vinjamuri e colaradores
(2016), formulagdes obtidas por SD sem BI, contendo apenas o0s
carreadores, neste caso LAC e leucina, apresentaram morfologia regular
e quando incorporado o farmaco ndo ha delimitacdo entre as particulas
(VINJAMURI; HAWARE; STAGNER, 2016). O efeito foi atribuido a
dissolucdo da superficie, seguida de sua recristalizacdo sob condic6es de
vacuo. Outra possibilidade é a alta pressdo com que as particulas séo
submetidas durante o preparo das amostras.

Para as formulacdes contendo QTS o perfil esférico e rugoso foi
mantido, quando comparadas as formulacdes sem a incorporacdo do
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farmaco (Tabela 8). A ocorréncia de poros nas particulas em geral esta
relacionada com uma boa aerodinamica e deposicdo, algo que ndo pode
ser confirmado para as formulagBes contendo CDs (ARAYNE;
SULTANA, 2006).

Como a interferéncia do preparo das amostras para analise de
MEV foi pronunciada nas formulagdes contendo CDs e produzidas sob
temperaturas inferiores, foram produzidas mais seis formulagdes (F1 a
F6), das quais a temperatura de entrada foi mais alta e/ou a proporcéo de
Bl e carreador foi alterada, considerando as caracteristicas de cada
formulagéo.

Além disso, foi adicionada uma nova composicdo de formulacéo,
contendo B-CD e QTS. Diversos trabalhos na literatura demonstram
modificacdo na liberacdo de farmaco quando sdo utilizadas na
composic¢do CDs e QTS. Trapani e colaboradores (2010) sugerem que 0
interior das particulas é formado pelo complexo farmaco-CD e o
revestimento é composto por QTS.

Nas imagens de MEV das formulag¢Ges contendo Bl (Figura 29)
foi observada menor interferéncia da técnica em F1 a F6, com relagéo as
formulagBes produzidas utilizando o delineamento experimental (F7 a
F15).

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores de rendimento das 16
formulagdes desenvolvidas. O apéndice C (Tabela 1) retine as condicfes
de producdo e dados rendimento e doseamento de Bl obtidos para essas
formulagdes.

As formulagdes contendo B-CD obtiveram melhor rendimento, de
52,99 a 73,38%, sendo os melhores resultados obtidos a baixa
concentragéo de BI, alta concentragdo de 3-CD e temperatura de 150 °C
(F14). A mesma formulacdo apresentou o melhor doseamento de
farmaco, 79,10%, indicando que essas sdo condicdes 6timas para
producdo de particulas com essa composicao.

Para as formulagBes contendo HP-B-CD o rendimento ndo
apresentou discrepancias, estando entre 58,81 e 66,31%, onde melhores
resultados foram obtidos com o aumento em temperatura de entrada e
baixa concentragdo de Bl e HP-B-CD. No doseamento o resultado de
melhor desempenho acompanhou o de melhor rendimento de
formulacéo.

Foram observados baixos rendimentos nas amostras compostas
por QTS, ao utilizar baixa concentragdo de carreador e farmaco, aliado a
alta temperatura, o rendimento foi de 63,77% e o doseamento igual a
92,25%, ambos mais altos dentre as amostras contendo QTS. Para a
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Unica amostra contendo dois carreadores o rendimento foi de 54,30% e
0 doseamento igual a 69,05%.

Tabela 8 - Rendimento e doseamento de farmaco das formulagfes
desenvolvidas com Bl.

Rendimento (%) Doseamento de Bl (%)

F1 60,95 63,98
F2 52,99 66,62
F3 59,05 85,67
F4 66,31 90,99
F5 63,77 92,25
F6 54,30 69,05
F7 30,78 79,51
F8 44,24 56,02
F9 14,07 74,38
F10 14,37 66,41
F11 59,50 63,65
F12 65,75 68,72
F13 58,81 62,03
F14 73,38 79,10
F15 61,87 36,38
F16 14,47 100

Fonte: A autora.

Contrapondo resultados de rendimento e doseamento das
formulagdes, notou-se que o doseamento é maior para as formulagdes
contendo CDs, indicando que a inclusdo do farmaco preserva-o durante
a metodologia de SD. Para as formulagfes contendo QTS, o equilibrio
entre a concentracdo de Bl e carreador foi diferencial para obter alto
rendimento e doseamento.

A presenca de dois carreadores com caracteristicas distintas na
formulacdo F6 gerou rendimento e doseamento médios, quando
comparados as demais formulagdes. Provavelmente o doseamento ndo
foi maior pela baixa concentragdo de B-CD na formulacio, assim parte
do BI que ndo interagiu com a CD foi eliminado durante o processo.

Durante o desenvolvimento por SD da formulagdo F16, sem
carreador, foi observado que as particulas aderem ao equipamento,
formando uma pelicula, causando baixissimo rendimento. A alta
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hidrofilicidade aliada a carga positiva presente na amida da molécula de
Bl pode ter influenciado na incompatibilidade do farmaco com a
técnica.

Considerando a técnica de SD e a incompatibilidade do BI frente
a esta, o rendimento e doseamento de Bl sdo vantajosos na maioria das
formulagdes, sendo a interagdo entre o farmaco e os carreadores
determinante para os resultados obtidos.

4.5 SELECAO DAS FORMULACOES FINAIS

Na etapa de desenvolvimento das formulagdes foram obtidas 15
diferentes amostras, das quais foram selecionadas quatro para proceder
com os experimentos, diminuido assim o volume de material utilizado e
tempo gasto com cada uma das analises. No apéndice C estdo
demonstrados os dados de produgdo das microparticulas e resultados das
caracterizacbes utilizadas para selecionar as formulacGes mais
promissoras.

Os dados de densidade bulk e tapp, indice de Carr e relagio de
Hausner estdo demonstrados na Tabela 9.

A densidade bulk das particulas esteve entre 0,21 e 0,45 g/cm®,
enquanto que, a densidade tapp entre 0,33 e 0,76 glcm®. A partir desses
resultados foram calculados o Indice de Carr e a relagdo de Hausner, os
quais caracterizam o0s p6s quanto suas propriedades de fluxo, a
classificacdo preconizada pela USP (2016), de excelente a
extremamente pobre.

A densidade dos po6s impacta diretamente no direcionamento
inercial e na sedimentagdo das formulagGes pulmonares, assim
densidades altas estdo associadas com particulas que ficam retidas nas
areas superiores do sistema respiratorio. Em contrapartida, baixas
densidades estdo relacionadas com um direcionamento aos pulmdes,
seguida de sedimentacdo das particulas.

Tabela 9 - Resultados de densidades bulk e tapp, indice de Carr, relagdo de
Hausner e respectiva classificagdo quanto ao fluxo dos p6s desenvolvidos.

o bulk otapp IC RH Classificagdo
(g/mL) (g/mL)
F1 0,23 0,37 36,76 1,58 Muito pobre
F2 0,24 0,37 36,51 1,58 Muito pobre
F3 0,34 0,48 28,21 1,39 Pobre

F4 0,29 0,49 40,24 1,67 Extremamente pobre
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F5 0,23 0,33 31,34 1,46 Pobre

F6 0,31 0,47 33,33 1,50 Muito pobre

F7 0,45 0,59 23,16 1,30 Aceitavel

F8 0,32 0,76 57,48 2,35 Extremamente pobre
F9 0,24 0,47 48,15 1,93 Extremamente pobre
F10 0,21 0,39 46,15 1,86 Extremamente pobre
F11 0,34 0,54 36,07 1,56 Extremamente pobre
F12 0,25 0,43 41,10 1,70 Extremamente pobre
F13 0,31 0,58 47,42 1,90 Extremamente pobre
F14 0,27 0,39 31,94 1,47 Muito pobre
F15 0,25 0,35 29,73 1,42 Pobre

F16 0,31 0,71 56,25 2,29 Extremamente pobre

Fonte: A autora.

Particulas de didmetros menores que 30 pum, possuem forgas de
coesdo particula-particula predominantes, por isso a classificacdo do
fluxo apresenta-se desfavoravel, entretanto a adicdo de insumos ndo
ativos, que melhoram a qualidade do fluxo e podem ser aplicadas por
via pulmonar j& demonstrou eficicia em diversos trabalhos relacionados
a via inalatéria (CESCHAN et al., 2016; CESCHAN; BUCALA;
RAMIREZ-RIGO, 2015). Portanto, a classificacdo de fluxo ndo sera
utilizada como pardmetro primario de selegéo.

O tamanho de particula mensurado por meio da difracdo a laser
fornece o didmetro geométrico das particulas da amostra, sendo esse
espacial e ndo planar. Os dados obtidos por meio dessa técnica sdo o
didametro médio (Dm) e seu desvio padrdo (DP), mediana da distribuicdo
(Dsp), didmetros de corte da curva de distribuicdo acumulada em 10%
(D1o) € 90% (Dgp). O Span ¢ calculado utilizando esses dados indica a
polidispersdo do sistema e o didmetro aerodindmico (Daer), também
calculado, relaciona a densidade tapp e Dsg. Todos os dados estdo
apresentados na Tabela 10.

Dentre os dados apresentados o Dm e o Daer nos trazem a
informacdo tedrica sobre a aerodindmica da formulacdo, sendo que
valores proximos a 5 um tendem a ser ideais. Em geral, o Daer tedrico
se apresenta menor do que o experimental, este representado pelo
didmetro aerodindmico massico médio (DAMM), pois mesmo
considerando a densidade tapp, ndo engloba relacdes de inércia,
porosidade das particulas e fluidez (flowability) dos pés.



99

A variavel Span relaciona a distribuicdo das particulas a 10, 50 e
90%, assim sendo valores baixos indicam distribuicdo estreita com
baixa variacdo, como nos resultados obtidos, onde a variagdo de Span
foi de 0,96 a 1,33, pelo fato de ndo haver discrepancia nos resultados,
essa variavel ndo foi considerada para selecdo das formulacGes finais.
Os resultados de Dig, Dsg € Dgo, apesar de serem essenciais para
avaliagdo, sdo utilizados como varidvel de outras mensuracdes, ndo
tendo caréter seletor.

Tabela 10 - Dados de tamanho de particula obtidos para as formulacfes
desenvolvidas.

Dm DP Dsg Do Dgg Span Daer

(um) (um) (um) (um) (um) (pm)
F1 6,79 0,40 7,28 3,89 11,34 1,10 5,38
F2 6,97 0,04 7,49 4,02 11,64 1,09 5,39
F3 5,71 0,41 6,24 2,82 10,43 1,33 4,54
F4 5,28 0,01 4,98 2,20 8,68 1,30 512
F5 6,15 0,08 6,59 3,55 10,35 1,11 4,68
F6 6,85 0,22 7,27 4,23 11,01 0,99 5,46
F7 7,40 0,39 7,84 4,64 11,73 0,96 6,29
F8 7,15 0,65 7,62 4,44 11,59 1,00 5,45
F9 8,09 0,16 8,69 4,89 13,55 1,07 6,17

F10 8,45 0,57 9,12 4,85 14,53 1,15 6,10
F11 6,13 0,28 6,51 3,56 10,00 1,05 5,42
F12 6,53 0,06 6,97 3,85 10,76 1,06 541
F13 5,73 0,22 6,09 3,24 9,49 1,09 4,70
F14 6,13 0,03 6,54 3,48 10,19 1,09 5,39
F15 6,45 0,27 6,87 3,77 10,61 1,06 541
F16 12,20 0,71 13,46 6,73 22,51 1,29 10,24

Fonte: A autora.

O fator primario de sele¢éo foi a composi¢do das amostras, assim
seria possivel analisar as diferencas frente aos ensaios realizados. Isso
foi possivel devido aos resultados, de maneira geral, por apresentarem-
se com valores proximos. Apds o agrupamento de acordo com a
composicao, realizou-se a analise com base no rendimento, doseamento
de Bl nas formulacdes (Tabela 8), tamanho médio de particula e
didmetro aerodindmico (Tabela 10).

A média do tamanho de particula e didmetro aerodinamico nos
trazem a informacdo tedrica de como a formulacdo vai agir fisicamente
no organismo do paciente, sendo que valores proximos a 5 um tendem a
ser ideais. Durante a produgdo das formulagdes existe uma porcdo que
ndo pode ser recuperada, o que leva ao rendimento ser sempre menor
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gue 100%, isso também tem relagdo com a recuperagdo de farmaco no
produto final.

As formulagdes selecionadas para proceder com o0s demais
ensaios foram F4 (BI/HP-B-CD), F5 (BI/QTS), F6 (BI/B-CD e QTS) e
F14 (BI/B-CD), abrangendo todas as composicdes utilizadas para o
desenvolvimento das formulagbes, sob condigdes de producdo que
propiciaram rendimento, doseamento, aspectos de densidade e tamanho
de particula adequados.

46 CARACTERIZACAO DO ESTADO SOLIDO DAS
MICROPARTICULAS

As curvas DSC das formulagbes finais estdo demonstradas na
Figura 21, nas quais foi observada a semelhan¢a do fenémeno fisico de
Tg do B, evento endotérmico de segunda ordem, ocorrendo entre 40 e
80 °C. ApGs essa temperatura cada amostra demonstrou um
comportamento distinto, devido a composig&o.

A formulagdo F4, que conttm HP-B-CD, apresentou a Ty em
28,63 °C, caracterizado por uma transicdo de segunda ordem,
caracterizado pela variacdo da capacidade calorifica, entretanto sem
variacdo de entalpia. O sistema busca restabelecer a linha de base e néo
foram observados eventos térmicos na faixa de temperatura estudada.

Na curva DSC da formulagdo F5, composta por Bl e QTS,
observou-se a Ty em 26,59 °C, seguido de um evento exotérmico anexo
até 127 °C, indicando a possivel recristalizacdo do Bl, apds isso ocorre a
estabilizacdo da linha de base e um terceiro evento endotérmico foi
observado em 225,02 °C, resultante da fusdo do farmaco ndo ligado
fortemente a QTS, indicado pela temperatura inferior ao insumo puro e
por um evento pouco agudo.

Apresentando em sua composi¢ao QTS, B-CD e Bl, a formulacéo
F6 apresentou T4 com inicio em 23,19 °C. Ap0s isso, 0 sistema busca a
estabilizacdo da linha de base, sem a ocorréncia de eventos na faixa de
temperatura de analise.

A curva DSC da formulagdo F14, a qual contém BI e B-CD,
apresentou apenas uma transicéo, em 23,44 °C, identificado como a T,
do BI. A provavel recristalizacdo do Bl ocorre proximo dos 100 °C, em
seguida a linha de base é restabelecida, sendo que até o final da andlise
ndo foram observados eventos térmicos.
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Figura 30 - Curvas de calorimetria exploratéria diferencial do brometo de
ipratropio (BI) e das formulagdes finais, evidenciado por asterisco o inicio da T,
Sendo que, F4 é composta por Bl e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD);
F5, por BI e quitosana (QTS); F6, por BI, B-ciclodextrina (B-CD) e QTS; e F14,
por Bl e HP-B-CD.
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Fonte: A autora.

Nas formulagdes F4, F6 e F14 ndo foi observado evento de fusdo
do farmaco, indicando a inclusdo deste na cavidade hidrofobica das
CDs, ou ainda a amorfizagdo das amostras. No caso da formulagéo F5,
ndo ha CDs para proteger o Bl fisicamente, ainda que haja interacdo
entre 0s compostos ocorre o aparecimento do evento de fusdo do BI.

A analise termogravimétrica (Figura 31) das amostras
demonstrou que todas possuem agua residual, com perda de massa de
2,512 % para F4, 3,015 % para F5, 3,128 % para F6 e de 4,520 % para
F14. Néao havendo eventos até 200 °C, aproximadamente. A
decomposicdo das amostras ocorreu a partir de 269,50 °C para F4,
203,87 °C para F5, 251,74 °C para F6 e 285,11 °C para F14.

Os dados de TGA se relacionam com a temperatura de secagem
utilizada no SD, sendo que quanto maior a temperatura de entrada
menor a quantidade de agua residual.
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Figura 31 - Curvas termogravimétricas e termogravimétricas derivadas obtidas
para as formulagdes finais.
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Os espectros FTIR das formulagdes estdo demonstrados na Figura
32. A formulagdo F4 teve em seu espectro predominio das bandas da
HP-B-CD, apenas permanecendo bandas entre 1483 e 1243 cm™ do Bl e
a banda correspondente a carbonila do éster, com um deslocamento de
20 cm™, observada em 1731 cm™, sendo que essa banda apresentou
também um efeito hipsocrdbmico (diminuicdo significativa na
intensidade). O perfil do espectro FTIR sugere que houve a inclusédo do
Bl na cavidade da CD.

No espectro da formulacdo F5 também houve a predominancia de
bandas do carreador, nesse caso a QTS, somente a banda da carbonila
do éster permaneceu, tendo sua intensidade bruscamente diminuida e
um deslocamento para 1728 cm™. Apesar dos estudos de docagem
molecular demonstrarem a intera¢do por meio de ligacdo de hidrogénio,
as bandas correspondentes do Bl e da QTS n&o sofreram deslocamento,
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houve apenas diminui¢cdo na intensidade, sem a confirmacdo de tais
interacdes por essa técnica.

Figura 32 - Espectro FTIR do Bl em comparacdo com os espectros FTIR
obtidos para as formulagdes selecionadas.

BI -\""Jﬁ"m / ol o m\""l ;/‘l,‘"r""r I, T Ta L v

Ty
| M‘, !

F4 o o - — T e “\ I‘.,,/ A" \~ \~

FS— — -\ o y w“’“"

F6 - —_— T~ A h ~

o B - ‘I ~
Fl4 W

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
Fonte: A autora.

O espectro FTIR da formulagdo F14 apresentou uma mescla de
bandas da QTS e da B-CD, ndo houve predominio de um dos
carreadores, apenas sobreposicao de bandas de maior intensidade. Como
nos demais espectros houve predominio nas bandas dos carreadores,
diminuicdo na intensidade de todas as bandas e sobreposi¢édo de algumas
bandas ndo significativas. Com relacdo as bandas do Bl presentes no
espectro da F14, houve alteracdo na banda da carbonila do éster, essa
ocorreu a 1730 cm™ com diminuic&o significativa na intensidade.

Os dados de FTIR ndo permitiram confirmar experimentalmente
quais grupamentos quimicos estariam sofrendo alteragdes. Nos
espectros FTIR obtidos para as formulagbes, em contraste com 0s
obtidos para as misturas fisicas, houve o predominio dos carreadores, a
banda da carbonila do éster, a mais intensa no espectro do Bl puro,
permaneceu, ainda que baixissima intensidade, nos espectros das
formulagdes. Além disso, no caso das formulacdes F4, F6 e F14, que
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contem CDs, a hipotese da inclusdo do Bl na cavidade das CDs &
sustentada, ndo s6 pelo predominio do espectro dos carreadores, como
também pela intensidade menor e a deformacdo da banda de carbonila
nos espectros, quando comparados ao espectro da formulagéo F5.

Os difratogramas obtidos estdo demonstrados na Figura 33, onde
denotam-se semelhancas entre as quatro formulagdes, ndo havendo
reflexbes do farmaco cristalino, todas as amostras sdo amorfas e
apresentam halo de amorfizacdo. Tal fato ja era esperado devido na
técnica de producdo das particulas ocorrer a solubilizacdo dos
compostos, seguida de secagem rapida por aspersdo, em SD.

Figura 33 - Difratogramas de raios-X das matérias primas e das formulagdes
finais.
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Fonte: A autora.

A densidade real das particulas foi determinada por picnometria
em gas, utilizando o gés inerte hélio, uma vez que ao comparar com as
densidades obtidas para as matérias primas (Tabela 5) ndo foram
observadas diferencas relevantes. A baixa densidade das particulas pode
estar relacionada com a porosidade do material, 0 que ndo pode ser
confirmado por meio de MEV para as formulagdes compostas por CDs.

Durante a formacdo das particulas no spray-dryer, temperaturas
mais altas, aliadas a concentragéo baixa de farmaco/carreadores e baixa
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aspiracdo secam mais rapidamente a amostra, impedindo que os sélidos
se concentrem no centro da particula. Além disso, a secagem efetiva
diminui a quantidade de &gua residual, ambos fatos acarretam baixos
valores de densidade real (CESCHAN et al., 2016).

Tabela 11 - Densidades reais obtidas por picnometria a gas.

Volume (cm3) Densidade (g/cm?)
F4 2,70 1,41
F5 2,05 1,43
F6 2,50 1,46
F14 2,30 1,51

Fonte: A autora.

Em todas as formulacGes foi observada a presenca de interagdes
entre o farmaco e os carreadores, a partir dos resultados das analises do
estado solido discutidas nos itens 4.1 e 4.3. No caso das formulagdes
obtidas por SD, os processos de interagdo em d&gua por 24h, a
atomizacdo e a secagem em altas temperaturas, promovem condigdes
fisico-quimicas que potencializam a ocorréncia de interaces.

Os carreadores e o farmaco utilizados, por docagem molecular, ja
apresentaram alto potencial de interagdo, mesmo sem a presenca de
solventes, pressdo e/ou temperatura, sendo assim, ja eram esperadas
interacdes entre os compostos. No caso das formulagfes inalatdrias de
BI, as interacdes tornam-se pertinentes devido a incompatibilidade do
farmaco com a técnica de SD, a qual é a melhor para diminuir o
tamanho de particula, essas interacfes sdo capazes de proteger o
farmaco durante o processamento.

Além do carater farmacotécnico, as interacdes e a amorfizagdo do
Bl podem influenciar na dissolucéo, liberagdo, inicio e tempo de acdo. A
baixa densidade pode auxiliar para que as particulas alcancem areas
mais profundas dos pulmdes. O tamanho de particula pequeno aumenta
a superficie de contato da formulagdo com o meio, alterando a
molhabilidade e, por consequéncia o inicio e tempo de acdo do farmaco.

Os dados revelam que as quatro formulagcbes selecionadas
possuem particularidades distintas que podem afetar a aerodinamica,
deposicéo e liberacdo do farmaco.

4.7 PERFIL AERODINAMICO

Os ensaios realizados no NGI permitem simular o trato
respiratorio, sob o aspecto aerodindmico. Utilizando fluxo negativo de
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60 mL/min, equivalente a aspiracdo de um individuo saudavel, os pds
sdo aspirados da capsula inserida no dispositivo inalatério, decorrem os
estagios do impactador. A massa de amostra adicionada nas capsulas foi
determinada considerando a dosagem maxima por dia e a concentracdo
minima de quantificacdo pelo método validado (apéndice A).

Cada estagio possui poros de diferentes tamanhos, assim cada um
dos estagios apresenta um cut-off, com a quantificacdo de farmaco nos
estagios, no dispositivo inalatorio e capsula, estima-se 0 DAMM, DPG,
FE, FPF e FR, esses resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Perfil aerodinamico obtido por analise no NGI.

FE (%) FPF (%) FR (%) DAMM (jim) DPG
F4 9431 40,21 37,92 2,76 1,82
F5 94,70 41,87 39,65 3,02 1,70
F6 88,83 39,71 35,28 3,03 1,79
F14 83,21 43,10 35,87 2,94 1,69

Fonte: A autora.

A FE representa a por¢do de farmaco que é emitida do dispositivo
inalatdrio, por isso no célculo sdo consideradas as quantificaces desde
o dispositivo inalatorio até 0 MOC. As formulacdes exibiram FE entre
83,21 e 94,31%.

A menor FE foi observada para F14, a qual foi produzida sob
temperatura de 150 °C em SD, temperatura mais baixa do que as demais
amostras. Como observado no TGA, existe agua residual em todas as
amostras, ainda que em pequena proporcdo, as moléculas de &gua
alojadas nas cavidades polares das CDs e ligadas ao Bl que ndo tenham
sido efetivamente desidratados podem realizar liga¢fes de hidrogénio, o
gue promove a aglomeracdo das particulas, além das interagdes entre as
moléculas das proprias particulas da formulagdo, podendo ocorrer ainda
a interacdo com as moléculas de gelatina da capsula, razdo pela qual os
p6s ndo sdo totalmente retidos da capsula quando se emprega pressao ao
experimento.

Assim, foi possivel observar que F6 produzida a temperatura de
160 °C contendo em sua composi¢do B-CD e QTS, obteve melhor
desempenho em FE, porém, ainda inferior a F5, ainda que produzida sob
160 °C, obtém a melhor performance de FE devido ao carreador QTS
apresentar boa secagem e menor possibilidade de interagdes
intermoleculares. A formulacdo F4 também apresentou alto desempenho
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de FE, composta por HP-B-CD como carreador, produzida sob
temperatura de 175 °C, proporcionando eficiéncia na secagem das
particulas.

Os dados de FE e a hipotese de aglomeracdo das particulas
acompanham os resultados de densidade real (Tabela 11), onde F14 e F6
apresentam valores de densidades reais maiores que F4 e F5. Sendo F5
com valor de densidade real menor que F6, indicando a secagem efetiva
da formulacéo.

A FPF ¢ calculada considerando a quantidade de farmaco desde o
estagio 3 até o MOC, isso a partir da FE, indicando a porcentagem de
particulas menores do que 2,85 um. Para FR o célculo ¢ similar, porém a
porcentagem indicada por essa variavel é de particulas menores que 1,68
pm.

Os resultados apresentados na Tabela 12 indicam que todas as
formulagdes alcangam regifes profundas dos pulmdes, com resultados
similares a encontrados por Liu et. al. (2018) e Zhang et. al (2018),
ambos desenvolveram particulas contendo budesonida (LIU et al., 2018;
ZHANG et al., 2018).

Diferente do tamanho de particula mensurado por difracdo a
laser, o DAMM, obtido por testes aerodinamicos, é calculado por meio
dos limites de tamanho de particula do equipamento utilizado, nesse
caso 0 NGI. Além dos limites fisicos das particulas, a pressdo negativa
exercida é capaz de desagregar particulas, principalmente no caso de
particulas porosas e pouco densas, isso faz com que o DAMM apresente
valores menores do que os calculados para Daer e a média do tamanho
de particula. Os resultados de DPG indicam a dispersdo dos DAMM,
todavia nenhuma das amostras apresentou esse parametro acima de 2,
indicando homogeneidade de distribuig&o.

De maneira geral, no intervalo de 1 a 5 pm ocorre a distribuigéo
do farmaco nos pulmdes, sendo que particulas menores que 1pum sdo
expelidas e, maiores que 5 um, acabam retidas nas regides de boca a
traquéia (MORENO-SASTRE et al., 2016). Alguns autores contestam
que particulas menores que 3um apresentam absor¢do sistémica,
entretanto fatores fisico-quimicos relacionados as microparticulas e
caracteristicas farmacol6gicas do farmaco podem influenciar para que
ocorra absor¢do sistémica ou local (CESCHAN et al., 2018).

Zanen e colaboradores (1996) realizaram um estudo clinico com
oito pacientes asmaticos, média de idade de 55 anos, onde 0s pardmetros
de espirometria foram mensurados apés a administracdo de aerossois de
BI, no estudo foram utilizados aerosséis com tamanho de particula 1,5,
2,8 ¢ 5 um (ZANEN; GO; LAMMERS, 1996). O objetivo foi verificar
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qual tamanho de particula seria mais eficaz para melhorar o volume
expiratério forcado em 1 segundo (FEV1), média do débito expiratério
em 75% (MEF 75) e 50% (MEF 50) da capacidade vital forcada (FVC).
N&o foram observados efeitos colaterais agudos, todos 0s parametros
apresentam melhora em relacdo ao placebo, independente do tamanho
de particula do Bl administrado. O aerossol com melhor desempenho foi
o com particulas de Bl de 2,8 pm, seguido por 1,5 um e Sum.

Os tamanhos de particula das formulagBes encontram-se entre
2,76 e 3,03 um, adequados para administragdo inalatoria. Os valores de
MDDA maiores quando possuem QTS na composi¢do, 0 que ja era
esperado devido ao tamanho de particula mensurado por difracdo a
laser, isso também foi observado para as formulagBes que ndo
continham o BI, indicando que a QTS apresenta tendéncia em originar
particulas maiores sob as condi¢des avaliadas.

A representacdo grafica da quantificacdo de BI nos diferentes
estagios o NGI nos permite visualizar melhor o comportamento de cada
uma das formulag¢Ges, como demonstrado na Figura 34.

Nota-se que a formulagdo F14 apresenta maior concentragio nos
estagios capsula e dispositivo inalatério, quando comparado as outras
formulagdes, devido a possivel agregacdo das particulas, totalizando 16
% de farmaco recuperado. Ainda assim, seu diametro permitiu que as
microparticulas atingissem o estagio 6. Em contrapartida, a formulagéo
F5 teve melhor desempenho nessas etapas, onde apenas 4 % de farmaco
foi recuperado, indicando a porcentagem de farmaco que ndo entrard em
contato com o paciente.

A partir do estagio bucal o farmaco estaria em contato com o
paciente, porém em distintas regiGes do sistema respiratério. Apds o
estagio 2, considera-se que o farmaco atingiu os pulmdes, sitio de acéo
do farmaco. A formulacdo F14 possui maior concentracdo no estagio
bucal, porém nos demais estagios obtém perfil semelhante as demais.

O estagio porta de indugdo é o primeiro do equipamento
propriamente dito, sua forma e disposi¢do remetem a regido oral. A
formulagdo F4 apresentou sua maior concentragdo na porta de inducao,
ainda assim baixa, quando comparada a outros trabalhos, que em geral
apresentam concentragdes de farmaco maiores nos primeiros quatro
estagios.

Do pré-separador a MOC os perfis foram semelhantes, sendo que
nenhuma das formulages atingiu o estadgio 7 e MOC. Estima-se que ao
ndo atingirem estagios finais do NGI essas formulacdes tem acdo local
predominante, jA as que atingem os estidgios 7 e MOC, tendem a
apresentar absorcéo sitémica.
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Figura 34 - Distribuicdo da recuperagdo de farmaco na avaliacdo aerodindmica
in vitro das formulagdes finais.
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Fonte: A autora.

O desempenho das formulagBes poderia ser alterado utilizando
fluxo negativo distinto, com a troca do dispositivo inalatério, a
propor¢do de formulacdo e lactose de alta granulometria. Diversas
revisdes e investigacbes concluiram que a modificacdo desses fatores
pode alterar o perfil aerodinamico dos pds (MENDES; SOUSA; PINTO,
2009; QI et al., 2009).

Ndo foram encontrados estudos que utilizassem Bl como
principio ativo e avaliassem a aerodindmica por NGI. Corrigan e
colaboradores (2016) desenvolveram particulas por SD contendo Bl e
salbutamol, em diferentes proporc@es. A avaliacdo da aerodinamica foi
realizada por meio do Aparato A da Farmacopeia Europeia (2005). A
FPF obtida foi de 5,24 a 11,77 %, maior a medida conforme a propor¢éo
de salbutamol aumenta. Ja o tamanho de particula foi de 5 a 60 pum,
sendo maior quando a proporcdo de Bl é maior. Os dados obtidos por
Corrigan e colaboradores, juntamente com os resultados de tamanho de
particula e rendimento da secagem de Bl por SD, nos confirmam a
inviabilidade do processamento desse farmaco isolado por SD, gerando
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particulas com tamanhos maiores e mais facilmente agregaveis
(CORRIGAN; CORRIGAN; HEALY, 2006).

4.8 AVALIACAO DA DEPOSICAO E LIBERACAO

A mensuragdo do angulo de contato em &gua permitiu avaliar
como as formulagbes seriam depositadas nos pulmdes, onde angulos de
contato menores que 90° indicam alta hidrofilicidade da amostra. As
formulacgdes e o farmaco apresentaram angulos menores que 90°, como
pode ser observado na Figura 35. De maneira geral as formulacdes
obtiveram angulo de contato maior do que BI, demonstrando que a
hidrofilicidade foi diminuida com o uso dos carreadores, ainda que esses
sejam polares como o farmaco.

Figura 35 - Angulo de contato mensurado entre um e dez segundos para as
formulagbes e BI, a direita de cada identificacdo das amostras as imagens
capturas pela cAmera, no momento em que a gota de agua toca as pastilhas.

09 = = a a a4 a4 a4 a a a5 e
o v v v v v v .
o 401
+=
g Ty, F6 il
S
bt 30+
e
2 [ [ - [ ] . [ - - - .F4‘
=)
%D 204 4 4 4 4 4 4 4 4 4 <Fl4‘
<
RET R o o [] e—
10 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tempo (s)
Fonte: A autora.

Além disso, a porosidade das microparticulas influencia na
penetracdo da agua por capilaridade, o que pode ser facilmente
detectado na F6, onde o angulo de contato diminui 10° no tempo de 10
segundos.

A composicdo das formulagbes influenciou diretamente no
angulo de contato. Aquelas que continham apenas CDs e BI
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apresentaram resultados similares, sendo que a F14 exibiu maior
hidrofilicidade em relagdo a F4. Isso ocorre devido a presenca das
cadeias carb6nicas adicionais na HP-B-CD, onde o efeito observado
ocorre pela repulsdo das moléculas de dgua em algumas regibes das
particulas.

Em contraste as cadeias carbobnicas, as ligagdes de hidrogénio
possibilitadas pelo contato com 4gua, diminuem o angulo de contato, o
que foi observado para todas as formula¢fes contendo CDs.

Ao comparar F5 e F6, ambas contendo QTS, foram observados
perfis distintos, ainda que tenham sido as formulagbes menos
hidrofilicas. A QTS contribuiu de forma com que a superficie das
particulas tivesse menos contato com as moléculas de agua, diminuindo
sua molhabilidade. Quando ha apenas QTS e Bl na formulacéo (F5), a
superficie das particulas torna-se menos hidrofilica e o angulo de
contato é mantido préximo a 50 °. A adi¢do de B-CD na formulagdo F6
tornou a superficie mais hidrofilica e, a medida que as moléculas de
agua entram em contato com a formulacdo o angulo de contato
diminuiu, fato que evidencia também a presenca de poros nas particulas.
A hipotese da presenca de poros na formulacdo F6 corrobora com o fato
desta formulacdo apresentar maior diferenca entre 0 Daer e DAMM.

As formulagfes, em compara¢do com o Bl puro, tendem a
permanecer por um periodo maior em contato com o tecido alveolar, o
gue pode aumentar o tempo de ac¢do da formulacéo.

Para os ensaios de liberagdo do farmaco foram utilizadas células
de Franz e membrana celulésica, com tamanho de poros de 14.000
g/mol, isso indica que compostos com massa acima disso ndo permeiam
a fase liquida. Na Figura 36 estdo apresentadas as representacOes
gréficas da liberacdo de Bl obtidos para o fArmaco e as formulagdes.

Novamente a composicdo originou perfis distintos as
formulagdes. O Bl apresentou liberacéo rapida e progressiva até 30 min,
caracterizando um efeito burst, entre 30 e 120 min houve pouca
liberacdo de farmaco e, ap6s 120 min, essa se tornou estavel até 24
horas.

As formulagdes contendo apenas Bl e CDs também apresentaram
liberacdo répida e progressiva. Para F4 ndo ultrapassou 10 % de
farmaco, devido a alta massa molecular do complexo e menor
hidrofilicidade. Para F14 a liberacdo de farmaco foi facilitada, devido a
menor massa molecular do complexo e maior hidrofilidade, assim como
Bl, apresentou efeito burst, até 15 min a liberacdo foi rapida e
progressiva e, ap6s isso, o Bl foi liberado de forma lenta e em baixa
concentracao, até formar um plat, atingindo cerca de 40% de liberacéo.
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Figura 36 - Perfil de liberacdo do Bl e das formulacdes, obtidos por ensaio em
células de Franz.
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Fonte: A autora.

A formulagdo F5 apresenta em sua composi¢do Bl e QTS, o que
permitiu uma liberacdo mais lenta e uniforme do farmaco e, apos 24
horas, a propor¢do de farmaco foi de aproximadamente 55%, sendo a
formulagdo com maior propor¢éo de Bl liberado.

O perfil inicial observado na formulagcdo F6, a qual contém
complexos de BI-B-CD e QTS, apresentou liberagdo lenta e uniforme,
porém a presenca de B-CD possivelmente diminuiu a liberagdo do
farmaco ao longo do ensaio. Até 90 min houve recuperacédo de Bl e ap6s
isso houve estabilizacdo, resultando na liberagdo de apenas 23,21 % de
Bl.

A uniformidade de liberagdo de BI observada para as
formulagBes contendo QTS pode estar relacionada com a formacéo de
uma pelicula, tornando o ambiente proximo a membrana mais
facilmente transitavel pelas particulas.

Relacionando a deposic¢do por angulo de contato e a liberagdo por
meio de células de Franz, verificou-se que a formacéo de uma pelicula
de QTS na formulacdo F5 permite a liberagdo facilitada de BI.
Entretanto na formulacdo F6 ainda com a ocorréncia desse fenémeno
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ndo houve liberagdo do BI dos complexos de BI/B-CD, limitado a
concentracdo maxima de Bl liberado a 23,21 %.

Das formulagdes contendo apenas CDs e Bl, a F14 obteve melhor
desempenho quanto a liberacdo de BI, esta também foi a formulagdo
mais hidrofilica considerando angulo de contato, o que pode ter
influenciado na dissociagdo dos complexos.

Comparando os perfis de liberagdo estatisticamente por meio de
parametros independentes de diferenca e similaridade, fl e f2,
respectivamente, foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 13.
Nessa analise, perfis sdo considerados similares quando fl apresenta
fator entre 0 e 15 e, quando o f2 obtido estiver 50 e 100 (ANVISA,
2010). Em vista disso, tem-se que nenhuma das formulacBes apresenta
perfil semelhante ao perfil de liberagdo do farmaco.

Tabela 13 - Fatores f1 (de similaridade) e f2 (de diferenca) obtidos para os perfis
de liberagdo de brometo de ipratrépio nas formulagdes.

Perfis comparados f1 f2
BI-F4 85,18 20,11
BI-F5 45,27 32,94
BI-F6 69,60 25,00
BI-F14 30,82 39,15

Fonte: A autora.

Dentre as quatro formulagdes demonstraram melhor perfil de
liberacdo a F5 e F14, capazes de liberar propor¢des maiores de fArmaco,
ainda assim, o0s resultados apontam que todas as formulagdes
desenvolvidas controlam a liberagdo do farmaco, no organismo humano
proteinas de membrana, enzimas, rea¢des bioquimicas, fluido pulmonar,
fons e moléculas, das quais ndo foram possiveis reproduzir in vitro, a
liberacdo tende a ser facilitada, aumentando a proporgéo de Bl liberado.
Contudo, o0 ensaio permitiu estimar as possiveis formas de liberagdo de
farmaco da matriz formada pelos carreadores.

A obstrucdo dos poros pela massa molecular dos complexos pode
ter saturado a membrana, impedindo que seja liberado todo farmaco das
formulagdes. Além disso, para que o Bl seja liberado da cavidade das
CDs é necessario ambiente aquoso €, como 0 ensaio foi realizado para
avaliar a liberacdo do sélido ao meio liquido, ndo houve liberacédo
efetiva. Apesar de simular o organismo, a liberacdo de Bl da cavidade
das CDs in vivo pode ser facilitada, devido a presenca de liquidos na
superficie do sistema respiratorio, onde as particulas sdo depositadas.
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Existem diversas teorias e modelos matematicos que buscam
elucidar como o farmaco € liberado da matriz polimérica, sendo que trés
mecanismos basicos sdo considerados: a difusdo, porosidade matricial e
erosdo. Ainda, esses mecanismos podem coexistir, visto que as variaveis
dependentes envolvem a caracteristicas da composi¢do das particulas e
do meio. Essas variaveis incluem a difusdo de liquido pelo sistema
matricial, onde interacfes quimicas sdo relevantes, dissolugdo do
farmaco, capacidade de intumescimento e erosdo da matriz, além da
acdo da osmose sobre o sistema (SIEPMANN; SIEPMANN, 2012;
VALERIO et al., 2019).
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5 CONCLUSOES

= As matérias-primas foram caracterizadas no estado solido,
confirmando as identidades descritas pelos fabricantes e condizentes
com dados encontrados na literatura.

= Misturas binarias contendo Bl e cada um dos excipientes foram
obtidas, das quais a analise no estado sélido ndo confirmou interacdes
entre 0s compostos. Entretanto, aplicando a teoria de Flory-Huggins
constatou-se que as CDs e a QTS utilizadas formam sistemas de alta
miscibilidade com o BI.

= Por meio do estudo de solubilidade de fases ndo foi possivel
detectar a estequiometria e a constante de estabilidade aparente das
inclusdes do farmaco a -CD e HP-B-CD.

= Na docagem molecular as interagcdes entre o farmaco e os
excipientes puderam ser melhor esclarecidas, sendo a ordem de maior
magnitude de interacdo dos sistemas: p-CD, y-CD, HP-B-CD, QTS, o-
CD e LAC. Além disso, essa analise permitiu avaliar mais excipientes e,
assim, seleciona-los racionalmente.

= Uma metodologia de superficie de resposta foi desenvolvida e
pela qual 33 amostras sem farmaco foram originadas. Com a analise dos
resultados foram produzidas 16 formula¢bes contendo o farmaco, das
quais foram selecionadas quatro para proceder com a caracterizacao e
avaliacdo in vitro.

= Para selecdo das melhores formulacGes foi considerado o
tamanho de particula, didmetro aerodindmico, composicéo, rendimento
e doseamento de farmaco.

= Na caracterizacdo no estado solido das formulagcbes
selecionadas foram observadas interacdes, dentre elas a inclusdo do
farmaco na cavidade das CDs, responsavel por preservar o Bl durante a
secagem por SD. Ademais, todas as formulacfes apresentaram-se
amorfas.

= Os ensaios de aerodinamica realizados no NG| mostraram que
todas as formulages atingem os pulmdes, com DAMM entre 2,76 e
3,03 pm.

= A anélise de angulo de contato demonstrou que todas as
formulagdes sdo hidrofilicas, porém menos hidrofilicas que o farmaco
puro. Para formulagdo F6, a qual composta por B-CD, QTS e BlI, a
porosidade influencia diretamente na forma de deposicéo das particulas.

= Quanto a liberacdo de BI avaliado por células de Franz com
membranas celuldsicas, todas as formulacdes apresentaram potencial de
liberacdo modificada. O fato da QTS formar uma pelicula e reter liquido
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contribuiu para a liberagcdo de farmaco, enquanto que para as CDs a
liberacdo foi menor devido a baixa liberagdo de Bl da cavidade das CDs.

=Em suma, quatro formulagbes de diferentes matrizes
carreadoras demonstraram-se  mais  promissoras. Os  ensaios
experimentais revelaram que as formulagfes apresentam perfis
diferentes, influenciadas diretamente pela composic¢do. Este trabalho
apresentou carater inovador, o qual avalia as interacdes existentes entre
o farmaco e os excipientes por diversas metodologias, discute a
formacdo de microparticulas de Bl obtidas por spray-dryer e sua
avaliacdo fisico-quimica, aerodinamica, de deposicdo e liberagdo. Os
dados obtidos demonstraram-se satisfatérios ao desenvolver uma nova
apresentacdo farmacéutica de um farmaco com eficacia e seguranca
comprovada, amplamente utilizado por pacientes multimedicados,
podendo assim reduzir efeitos colaterais e melhorar a adesdo ao
tratamento.
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APENDICE A - VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA
POR CLAE QUANTIFICACAO DE BI

1. INTRODUCAO

A quantificacdo de principios ativos representa um papel
fundamental na descoberta de novos farmacos, desenvolvimento de
novos medicamentos, estabilidade dos farmacos na forma farmacéutica
e controle de qualidade do produto acabado. Dada a importancia da
mensuracdo de farmacos o processo analitico deve ser realizado
utilizando uma técnica onde os resultados obtidos sejam fidedignos,
representando a quantidade real de farmaco na amostra, seja em um
ensaio de dissolucdo ou degradagdo forgada, por exemplo (FANALI et.
al., 2017).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permite a
segregacdo de compostos, devido a interacdes entre a fase movel
estacionaria, sendo a fase mével composta por uma mistura de solventes
polares e apolares e a fase estacionaria por uma coluna cromatografica.
Apls a separacdo, ocorre a deteccdo dos compostos, gerando picos
cromatogréaficos, sendo sua area proporcional a concentracdo do analito
na amostra. As amostras podem se apresentar como a substancia isolada
em solugdo ou uma matriz, fato que corrobora para sua utilizacdo em
quantificacdo de farmacos em formulagGes farmacéuticas (FANALI et.
al., 2017).

O desenvolvimento de um método de quantificacdo de
compostos por CLAE é realizado por meio da adequacdo de parametros
do sistema como a coluna cromatogréfica, composicdo da fase movel,
temperatura de andlise e forma de detecgdo, com a finalidade de
otimizar a deteccdo e quantificacdo da substancia de estudo. Para isso &
de extrema importdncia o conhecimento das propriedades fisico-
guimicas e estruturais do analito (FANALI et. al., 2017).

A validacdo de um método analitico avalia sistematicamente
mediante a ensaios experimentais, com o objetivo de comprovar que 0s
resultados obtidos séo confidveis para a finalidade pretendida. O
processo de validacdo segue compéndios e legislagBes vigentes, no
Brasil a mais recente é a RDC N° 166, publicada em 24 de julho de
2017, como suporte técnico também podem ser utilizados os
compéndios de procedimentos de validacdo disponibilizados pela United
States Pharmacopeia (USP) e pela International Conference on
Harmonization (ICH) (European Pharmacopeia, 2011; ICH, 2005; USP,
2009).
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A quantificacdo de Bl por CLAE reportada nas Farmacopeias
Europeia. e Americana, utilizando pareamento idnico por fase reversa,
gue pode diminuir a vida atil da coluna cromatografica. O método
desenvolvido por Simms propde metodologia em fase reversa sem a
utilizacdo de ion pareador, a propor¢do de solventes organicos e aquosos
na fase movel ocorre em gradiente, 0 que permite a detec¢do de cinco
compostos, sendo quatro desses produtos de degradagéo (SIMMS et al.,
1998).

O método de quantificacdo do BI foi reproduzido de Simms et
al.(1998) e adaptado de acordo com sistema desenvolvido. A
quantificacdo do BI foi realizada em solucdo do composto isolado e
guando em complexo com as CDs e QTS. Os parametros avaliados para
validacdo do método analitico foram linearidade, seletividade, limites de
detecgdo e quantificacdo, especificidade, precisdo e exatidao.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

O BI que foi doado pelos Laboratérios Teuto Brasileiro S/A,
Anépolis-GO e Prati-Donaduzzi, Toledo-PR. As ciclodextrinas (CDs):
beta-ciclodextrina (B-CD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD)
foram doadas pela empresa Labonathus (Campinas, Brasil),
representante nacional da Roquette Coporate (lestem, Franga). A lactose
(LAC) DMV Fonterra Excipients (Goch, Alemanha) e a quitosana
(QTS) de baixo peso molecular SigmaAldrich (S&o Paulo, Brasil) foram
adquiridas de seus respectivos fabricantes.

As formulagcbes foram desenvolvidas na Central de
cromatografia (Central Crom) do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFSC. Os solventes utilizados sdo grau CLAE, o0s sais
de grau analitico e a agua ultrapura foi obtida pelo sistema gradiente
Milli-Q (Millipore, Estados Unidos).

2.2 METODOLOGIA ANALITICA POR CLAE

A validacdo do método analitico foi realizada em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer Series 200 (Perkin Elmer Inc.,
Estados Unidos), acoplado a detector UV/Vis, bomba binéaria e
amostrador automatizado.

A quantificacdo do BI realizada em fase reversa utilizando a
coluna analitica Purosphere® Star RP-18 Endcapped (Merck Millipore,
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Alemanha), 150 x 4.6 mm X 5um, temperatura de andalise de 35 °C. A
fase movel é constituida de duas fases, Fase A: tampdo fosfato
monopotassico pH 4,0, ajustado com &cido fosférico 85% e Fase B:
Acetonitrila, sendo de carater gradiente, detalhado no quadro 1.

Para detecc¢do foi utilizado UV a 210 nm, o volume de injecdo da
amostra de 40 pL e o fluxo de fase mével de ImL/min.

Quadro 1 - Gradiente utilizado na quantificacdo de BI.

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%) Condicdo
0-4,99 80 20 Estabilizacdo
5,0-7,99 55 45 Rampa
8,0-12,99 55 45 Estabilizacéo
13,0-15,0 20 20 Rampa

Fonte: A autora.

A solucdo estoque é constituida de 10 mg de Bl e 10 mL de &cido
acético 1,5 %, as diluicdes sdo realizadas em agua ultrapura. Para
extracdo do BI das formulacdes e posterior quantificacdo, sdo utilizados
0s mesmos meios, solucdo estoque com acido acético 1,5% e diluicdes
em agua ultrapura. O 4cido acético foi selecionado devido a
solubilizacdo dos complexos contendo QTS e por proporcionar um pH
acido as solugdes, onde ocorre hidrdlise dos complexos com CDs e
liberacdo do Bl para quantificacéo.

Para a validacdo do método de quantificagdo a RDC N° 166
(2017) foi utilizada como referéncia, além disso, a USP (2009) e a ICH
(2005) auxiliaram nos ensaios experimentais. Essas literaturas norteiam
acerca de parametros de linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo,
limite de deteccdo e limite de quantificacdo, e robustez do método
(BRASIL, 2017; ICH, 2005; USP, 2009).

Trés curvas analiticas independentes, em cinco concentracdes
(10, 20, 40, 80, 160 pg/mL), compuseram a linearidade. Utilizando as
concentracdes de Bl e as respectivas areas dos picos cromatograficos foi
construida uma curva analitica, por meio da equacdo da reta estima-se a
concentracdo do farmaco, desde que o coeficiente de correlacdo seja
aproximadamente igual a um. Ademais, a regressdo linear foi realizada
para avaliar estatisticamente a relacdo entre as variaveis.

Utilizando dados de desvio padrdo do intercepto e a média da
inclinacdo das trés curvas obtidas, foram calculados os limites de
deteccdo (Equacdo 1) e quantificacdo (Equacdo 2) do BI. Esses
parametros que indicam a sensibilidade do método cromatogréfico.
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Para a obtencdo dos mesmos sdo aplicadas as equacdes
matematicas mostradas abaixo, em que ¢ representa a o desvio padrdo
do intercepto com o0 eixo Y e S a inclinagdo da curva de calibragdo.

p=% @)
Lg =% @)

A especificidade foi determinada frente aos carreadores a serem
utilizados para o desenvolvimento das formulagdes, foram esses a B-CD,
a HP-B-CD e a QTS. A propriedade de especificidade € validada quando
ndo ha interferéncia dos demais componentes da formulacdo na
quantificacdo do farmaco ou dos farmacos de trabalho.

A precisdo foi determinada por meio de trés concentracbes
(baixa, média e alta), realizada em triplicata, expressa pela dispersao dos
resultados, utilizando o desvio padréo relativo (DPR).

A exatiddo deve contemplar trés niveis de concentracdo de
farmaco (baixa, média e alta), com trés réplicas de cada nivel. Para o
preparo das amostras foram utilizadas as matrizes das formulagdes, com
seus respectivos carreadores e o farmaco na concentragdo de 40 pg/mL.
Foi realizada com a adig@o de padréo a 20, 40 e 80 pg/mL nas amostras,
a exatiddo foi expressa em recuperagdo do analito e DPR.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de quantificacdo do Bl adaptada de Simms e
colaboradores (1998) apresenta tempo de retencdo de 8 min e tempo
total de anélise de 15 min, o método original relata tempo de retencdo
do Bl em 7,95 min e tempo de andlise de 20 min. Devido ao autor
realizar um estudo de degradagéo do BI, com a deteccdo de mais de um
composto, o tempo de andlise foi reduzido até suficiente formacdo do
pico do Bl e estabilizacdo do gradiente da fase mével.

A curva de calibracdo esta representada na Figura 1, o
coeficiente de correlacdo linear foi de 0,998 no intervalo de
concentracdo 10 a 160 pg/mL, a equagdo da reta foi igual a y = 49081x
+ 38114. A andlise de regressdo linear demonstrou que os dados
possuem correlacdo, apresentando R multiplo igual a 0,999, R2 de 0,998
e R? ajustado igual a 0,998, no teste F apresentou Fescuago igual a
2641,22 e Fyitico de 6,6 X 107 e p<0,05.
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Figura 1 — Curva de calibracdo média obtida para o método de CLAE para

quantificagdo de BI, equacdo da reta e o coeficiente de correlacédo (R?).
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Figura 2 — Cromatograma padrdo do brometo de ipratrépio (A), cromatogramas
da solu¢do padrio com adigdo dos carreadores p-ciclodestrina (B),

hidroxipropil-- ciclodextrina(C) e quitosana (D).
A

0,0 2,0 4.0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
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Fonte: A autora.



134

O limite de detec¢do do método analitico foi de 2,55 pg/mL e o
de quantificagdo 8,48 pg/mL, os quais foram calculados por meio dos
dados das trés curvas realizadas para linearidade.

Os cromatogramas das solug¢des contendo o farmaco a 80 pug/mL
e cada um dos carreadores estdo demonstrados na Figura 2. O método
foi seletivo para o BI, quando os carreadores B-CD, HP-B-CD e QTS
foram utilizados, ndo sendo detectados picos interferentes na
guantificacdo do farmaco.

Foi possivel observar que as CDs ndo sdo detectadas pelo
método, entretanto, a QTS foi detectada no inicio do cromatograma,
devido a absorcdo nesse comprimento de onda e condi¢bes que
propiciaram sua retencdo temporaria na coluna cromatogréfica.

Os resultados expostos na Tabela 1 indicam que o método é
preciso, com resultados pouco dispersos.

Pela andlise do DPR nota-se que concentracGes baixas de Bl
geram maior dispersdo dos resultados, ainda assim dentro da faixa
aceitavel.

Na concentracdo média estudada se obteve uma dispersdo menor
dos resultados, o que pode ser considerado uma vantagem do método, ja
que as concentragdes de trabalho, para quantificacdo de Bl nas
formulagbes e outros ensaios, se encontra entre os valores médios da
curva de calibracéo.

Tabela 1 — Dados de precisdo obtidos para o Bl, média de trés
concentracdes realizada em triplicata.

Concentragdo (pg/mL) Teor médio (%) DPR (%)
10 99,78025 4,52
40 100,6476 0,15
160 98,76895 1,81

Fonte: A autora.

Para exatiddo foram preparadas solugdes das formulagdes
finais, contendo Bl a 80 ug/mL, a estas adicionadas concentra¢des de
20, 40 e 80 pg/mL de solucdo padrdo de BI. Os resultados estdo
expressos na Tabela 2, os quais demonstram exatiddo do método
analitico, devido a recuperacgao de Bl apresentar-se préxima a 100%.
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Tabela 2 — Resultados relativos a exatiddo do método analitico de
quantificacdo do BI.

Matriz Concentragdo adicionada (ug/mL) Recuperagdo (%) DPR (%)

20 97,60 0,003

B-CD 40 99,95 1,333
80 99,64 1,203

20 95,70 0,402

HP-B-CD 40 100,51 0,026
80 103,95 0,009

20 97,31 0,182

QTS 40 102,07 0,101
80 106,48 2,960

Fonte: A autora.

Os parametros avaliados encontram-se dentro dos limites aceitos
pela legislagdo brasileira, sendo considerado validado quanto a
linearidade, seletividade, precisdo e exatidao.

3. CONCLUSAO

O método adaptado de Simms e colaboradores (1998) para
quantificacdo de BI foi considerado linear, seletivo, preciso e exato,
detectando BI a concentragdo de 2,55 pug/mL e quantificando-0 a partir
de 8,48 pg/mL. A utilizagdo de um pH baixo nas solu¢Bes amostras ndo
interferiu as quantificagdes. A validacdo desta metodologia de
quantificacdo do BI corrobora para aquisicdo de resultados confiaveis
durante os ensaios realizados com o Bl e as formulagdes finais.
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APENDICE B - CONDICOES DEPRODU(}AO E RESPOSTAS
OBTIDAS PARA AS FORMULACOES CONTENDO APENAS OS

CARREADORES

Tabela 1 - CondigBes de producdo das formulagbes ausentes de farmaco,
selecionadas por metodologia de superficie de resposta, rendimento e tamanho
de particula obtidas como respostas.

Condicdes de producéo Respostas
Tamanho
Aspiracdo Concentracdo Temperatura Carreador | Rendimento de
(%) (%) de entrada (%) particula

9) (um)*
Q2 100 1 130 QTS 56,73 4,12
B1 70 1 130 B-CD 49,34 3,06
Q5 100 0,76 110 QTS 50,74 375
Q 85 1 120 QTS 31,28 4,19
H5 87 110 HP-B-CD 78,62 3,53
B2 100 2 130 B-CD 47,93 4,54
QL 70 0,5 130 QTS 44,28 2,46
Q7 89 1 118 QTS 58,81 4,65
H3 70 3 110 HP-B-CD 68,84 3,75
H6 100 1 130 HP-p-CD 62,4 2,91
B3 92 1 145 B-CD 52,04 2,23
B4 85 15 135 B-CD 47,31 2,69
B5 70 2 150 B-CD 55,72 2,73
H7 70 1 122 HP-p-CD 71,12 2,73
Q3 100 0,5 110 QTS 55,34 3,08
B1 70 2 150 p-CD 55,72 2,73
H2 85 120 HP-B-CD 70,19 3,37
H4 83 130 HP-B-CD 71,91 3,18
Q8 78 0,5 116 QTS 55,34 3,59
RH1 87 3 110 HP-B-CD 78,62 3,53
H8 100 3 117 HP-B-CD 50 34
Q6 70 0,56 110 QTS 50,57 4,39
H1 73 2,4 121 HP-B-CD 65,53 3,87
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RQL 70 0,56 110 QTS 50,57 4,39
B6 100 3 150 B-CD 57,65 2,7
B7 85 2 140 B-CD 53,07 2,13
Q4 70 0,76 130 QTS 42,24 3,67
B8 93 3 134 B-CD 50,12 2,98

RH3 83 3 130 HP-p-CD | 71,01 3,18
BO 100 3 150 B-CD 63,39 2,34
HO 100 3 130 HP-B-CD 50 2,44
Q0 100 3 180 QTS 68,03 2,72

*QObtido por andlise de imagens de microscopia eletronica de varredura.
Fonte: A autora.
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APENDICE C - CONDJ(;()ES DE PRODUCA~O E RESPOSTAS OBTIDAS PARA AS FORMULAC@ES
CONTENDO O FARMACO, AVALIACAO DA DENSIDADE E TAMANHO DE PARTICULA

Tabela 1 - Condigdes de produgdo das formulages contendo farmaco e respectivas respostas de rendimento e doseamento.

Condicoes de producdo Respostas
Aspiracdo Carreador Bl Temperatura de entrada Carreador Rendimento Doseamento de BI

(%) (%) (%) (°C) (%) (%)
F1 89 1,357 0,39 175 B-CD 60,95 63,98
F2 89 1,357 0,39 150 B-CD 52,99 66,62
F3 73 1,016 0,27 150 HP-B-CD 59,05 85,67
F4 73 1,016 0,27 175 HP-g-CD 66,31 90,99
F5 100 0,32 0,28 160 QTS 63,77 92,25
F6 93 0,56 0,2 160 B-CD/IQTS 54,3 69,05
F7 100 1 0,5 160 QTS 30,78 79,51
F8 99 1,5 0,38 146 QTS 44,24 56,02
F9 99 1,5 0,38 158 QTS 14,07 74,38
F10 93 1 0,25 131 QTS 14,37 66,41
F11 10 5,64 0,75 124 HP-B-CD 59,5 63,65
F12 88 1,39 0,25 136 B-CD 65,75 68,72
F13 83 51 0,68 119 HP-B-CD 58,81 62,03
F14 89 1,6 0,29 150 B-CD 73,38 79,1
F15 83 1,65 0,3 136 B-CD 61,87 36,38
F16 100 0 0,81 150 Ausente 14,47 100

Destacadas em negrito as formulacdes selecionadas.
Fonte: A autora.
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Tabela 2 - Densidades bulk e tapp, classificagdo quanto ao fluxo e dados de tamanho de particula obtidos para as formulagoes
contendo brometo de ipratrépio.

’ Densidades* Tamanho de particula**

ochbulk  otapp Indice de  Relagdo de Classificagdo Dm Dsy Do Dgg Span Daer

(g/mL) (g/mL) Carr Hausner (um)  (um) (um)  (pm) (um)
F1 0,23 0,37 36,76 1,58 Muito pobre 6,79 728 389 1134 11 5,38
F2 0,24 0,37 36,51 1,58 Muito pobre 6,97 749 4,02 1164 1,09 5,39
F3 0,34 0,48 28,21 1,39 Pobre 571 6,24 282 1043 1,33 4,54
F4 0,29 0,49 40,24 1,67 Extremamente pobre | 528 4,98 272 8,68 1,3 5,12
F5 0,23 0,33 31,34 1,46 Pobre 6,15 6,59 355 1035 1,11 4,68
F6 0,31 0,47 33,33 1,5 Muito pobre 6,85 7,27 423 1101 0,99 5,46
F7 0,45 0,59 23,16 1,3 Aceitavel 74 7,84 4,64 11,73 0,96 6,29
F8 0,32 0,76 57,48 2,35 Extremamente pobre 715 7,62 4,44 1159 1 5,45
F9 0,24 0,47 48,15 1,93 Extremamente pobre 8,09 8,69 489 1355 1,07 6,17
F10 0,21 0,39 46,15 1,86 Extremamente pobre | 8,45 9,12 485 1453 1,15 6,1
F11 0,34 0,54 36,07 1,56 Extremamente pobre | 6,13 6,51 3,56 10 1,05 5,42
F12 0,25 0,43 41,1 1,7 Extremamente pobre 6,53 6,97 385 10,76 1,06 5,41
F13 0,31 0,58 47,42 19 Extremamente pobre 573 6,09 324 9,49 1,09 47
F14 0,27 0,39 31,94 1,47 Muito pobre 6,13 6,54 348 10,19 1,09 5,39
F15 0,25 0,35 29,73 1,42 Pobre 6,45 6,87 3,77 10,61 1,06 5,41
F16 0,31 0,71 56,25 2,29 Extremamente pobre 122 1346 6,73 2251 129 10,24

*Realizadas pelo método da proveta.

**Qbtidos por difracdo a laser e relacbes matematicas.
Destacadas em negrito as formulagdes selecionadas.
Fonte: A autora.



