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Resumo

A asma é definida como uma doenca inflamatéria crénica de carater
multifatorial, caracterizada pela obstrucao reversivel das vias aéreas, denso
infiltrado inflamat6rio e hiper-reatividade brénquica a estimulos externos.
Clinicamente, a doenca é marcada por sintomas episédicos de dispneia, sibilo,
tosse seca e sensacao de aperto no peito. A terapia convencional da asma
compreende o uso de anti-inflamatérios e broncodilatadores. A budesonida € um
glicocorticoide esteroide e é dos farmacos mais utilizados na terapéutica da
asma. No entanto, a budesonida apresenta baixa biodisponibilidade oral e o uso
prolongado pode levar a efeitos adversos graves como afinamento da pele e
supressdo adrenocortical. No desenvolvimento de novas formulacbes, a
avaliacdo da toxicidade € de extrema importancia. Por conseguinte, o uso de
cultura celular é de grande valia no desenvolvimento de protocolos para
avaliacdo da toxicidade de novas formulacdes. Adicionalmente, a
nanotecnologia é uma ferramenta importante para resolver problemas de
biodisponibilidade e para contornar efeitos adversos da terapéutica
convencional. Desta forma, o objetivo desta tese foi desenvolver um novo
sistema nanoestruturado na forma de p6 seco para inalagdo (Dry powders
inhalers — DPI), obtido por aspersdo contendo budesonida encapsulada, visando
o tratamento da asma aguda e crbnica. Essa proposta foi baseada na obtencéo
de um sistema pulverulento nanoestruturado com tamanho reduzido e
controlado, visando a entrega pulmonar da budesonida. Na etapa de pré-
formulacéo foi realizado um estudo fatorial avaliando diferentes métodos de
preparacdo das nanocapsulas e os adjuvantes de secagem utilizados. As
andlises de tamanho de particula, da formulacdo selecionada (nanocapsulas
contendo budesonida e secas por aspersdo com leucina) mostraram um
tamanho reduzido e adequado para a administracdo pulmonar (2,7 pm). A
morfologia demonstrou que estas particulas possuem um tamanho reduzido,
forma esférica e superficie irregular, caracteristicas importantes para a
administracdo pulmonar. Quando analisada a distribuicdo pulmonar in vitro, em
Impactador de Andersen, a formulacdo apresentou uma fracdo de particulas

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



experimentos em modelos de asma aguda e crbénica induzidos por ovalbumina,
0s resultados da mecénica respiratéria e funcdo pulmonar mostraram uma
diminuicdo na resisténcia e na elastancia pulmonar, quando a budesonida
nanoencapsulada foi utilizada, quando comparada com uma formulacdo
comercial de budesonida, nas duas doses utilizadas (0,5 e 1,0 mg/Kg). Esse
tratamento com nanocapsulas também mostrou eficiéncia na redugdo da
inflamacéo, pela redugdo do numero de leucécitos totais no fluido de lavagem
bronco alveolar (Broncho Alveolar Lavage Fluid — BALF) e, principalmente,
reducdo significativa no numero dos eosinéfilos no infiltrado pulmonar.
Corroborando esses resultados, a quantificacdo da eotaxina — 1 e das citocinas
pro-inflamatérias foram reduzidas, quando comparadas ao tratamento comercial.
A andlise histopatolégica mostrou que quando o tratamento com as
nanocapsulas foi utilizado, a producdo de muco foi reduzida, bem como a
producdo de fibrose sub-epitelial, sugerindo um possivel efeito sobre o
remodelamento tecidual. Os resultados de toxicidade utilizando linhagem celular
epitelial pulmonar (H441) mostrou uma reducéo na toxicidade da budesonida,
guando encapsulada nas nanoparticulas, tanto na forma de suspensao como ha
forma pulverulenta. Essa reducao da toxicidade foi de 75% e de 50%, na dose
de 100 pg/mL, para a suspenséo e para o DPI, respectivamente. O conjunto dos
resultados obtidos mostrou a potencial aplicabilidade da budesonida

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

Palavras-chaves: asma, budesonida, nanocapsulas, spray-drying, pés-secos,

cultura celular, H441.



Abstract

Asthma is characterized as a chronic inflammatory disease developed by
multifactorial aspects such as genetic predisposition and exposure to
environmental factors such as pollution, smoke and microorganisms. The
conventional asthma therapy comprises the use of bronchodilators and anti-
inflammatory. Budesonide is a glucocorticoid and is the most frequently used
therapy in the treatment of asthma. However, this drug has low oral bioavailability
and long term use may lead to adverse effects such as skin thinning and adrenal
suppression. The evaluation of the toxicity of new formulation has critical role in
the pharmaceutical development. The use of cell culture experiments can help
this aspect. Additionally, nanotechnology is an important tool to solve problems
regarding bioavailability and to circumvent adverse effects of conventional
therapy. The aim of this work was to develop a nanostructured system as dry
powder inhaler (DPI) containing budesonide loaded, obtained by spray-drying,
targeting the treatment of acute and chronic asthma. This proposal was based on
obtaining a nanostructured powder system with reduced and controlled size,
aiming an alternative to treatment of asthma. A factorial study comparing different
methods to produce the nanocapsules as well as the type of drying adjuvants
was performed. The particle size of the selected formulation was 2.7 um, an
adequate reduced size suitable for pulmonary administration. The morphology of
these particles showed a small size, spherical shape and irregular surface. All
these characteristics are important for pulmonary administration. When analyzed
the in vitro pulmonary distribution of the DPI, using an Andersen Cascade
Impactor, showed a fine particle fraction (FPF) of 28%. Analyzing the results of
the biological experiments, the mechanical respiratory and pulmonary function
showed a decrease in lung elastance and resistance when budesonide was used
nanoencapsulated compared with a commercial formulation of budesonide in two
doses (0.5 and 1.0 mg / kg). Both treatments also showed nanocapsules
efficiency in reduction of inflammation by reducing the total of leukocytes in the
bronchial alveolar lavage fluid (BALF) and especially significant reduction in
eosinophil infiltration in the lung tissue. Corroborating with these results, the

quantification of eotaxin - 1 and proinflammatory cytokines was reduced when



compared to commercial budesonide treatment. Histopathological analysis
showed that when treatment with the nanocapsules was used, mucus production
was reduced and reversed the phenomena of airway remodeling. The cytotoxicity
assay by Alamar blue using the bronchial epithelium cell line (H441) showed a
reduction on the toxicity of budesonide when the nanocapsules were used even
in suspension or in the DPI. The cytotoxicity reduction were 75 and 50%, at 100
pg/mL, for the suspension and the DPI, respectively. All these results show that
budesonide-loaded nanocapsules in dry powder inhaler is a promising approach

for the treatment of asthma.

Key words: asthma, budesonide, dry powder inhaler (DPI), nanocapsules, cell
culture, H441.
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O sistema respiratorio compreende os 6rgaos de conexao entre o meio
externo e 0 organismo para as trocas gasosas. Esse sistema é constituido,
basicamente, pelas vias aéreas superiores e inferiores. As vias aéreas
superiores sédo formadas pelo nariz, cavidade oral, laringe e faringe; e as vias
aéreas inferiores sédo formadas pela arvore bronco-traqueal e zona respiratéria

(alvéolos respiratorios) (1).

A via pulmonar tem sido amplamente estudada nos ultimos anos como
sendo uma via de administracdo de farmacos alternativa as vias convencionais.
A via pulmonar apresenta vantagens importantes para a obtengéo de acéo local
ou sistémica de farmacos, como: elevada area superficial alveolar, aumento da
biodisponibilidade local, possibilidade de reducdo de frequéncia de dose e de

efeitos adversos, entre outros (2-4).

O desenvolvimento de novos sistemas para a administracdo de
farmacos é uma ferramenta importante na terapéutica de doencgas sistémicas e,
principalmente, doencas pulmonares locais. No entanto, algumas caracteristicas
importantes sdo necessarias para o desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas visando a via pulmonar. A forma, caracteristicas de superficie e o
tamanho reduzido (1 — 5 ym) s&o os principais aspectos no desenvolvimento de
novos sistemas. Entre os sistemas desenvolvidos para a administracao
pulmonar, destacam-se o0s pés-secos para inalacao (dry powders inhalers — DPI)
(2, 5, 6).

A asma € uma doenca multifatorial decorrente de fatores genéticos e
exposicdo a fatores ambientais, como fumaca e micro-organismos. E
caracterizada por ser uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas e
apresenta hiper-reatividade e remodelamento das vias aéreas. A reacgéo
inflamatoria no tecido pulmonar é exacerbada e caracterizada pela quantidade
elevada de leucdcitos no infiltrado pulmonar, principalmente, por eosinéfilos (7-
9).

O tratamento de primeira escolha da asma € o uso de glicocorticoides,
principalmente, a budesonida. No entanto, a administracdo deste farmaco pela
via oral apresenta uma baixa biodisponibilidadel, além de promover efeitos

adversos graves, como afinamento da pele e imunossupressao (10).
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A nanotecnologia € a aplicacdo de uma ciéncia multidisciplinar,
largamente estudada atualmente, que oferece vantagens no desenvolvimento de
novos sistemas para carreamento de farmacos. O uso de nanosistemas
proporciona caracteristicas peculiares, frente aos sistemas convencionais de
administracdo de farmacos, como por exemplo, o aumento da biodisponibilidade
de farmacos, a diminuicdo de efeitos adversos, a possibilidade de reducéo de
dose, 0 aumento na estabilidade de farmacos, entre outros (11-13).

O uso de modelos de cultura celular epitelial apresenta diversas
vantagens no seu uso. Em particular, células das vias aéreas podem ser usadas
para avaliar mecanismos de absorcdo, metabolismo e transporte de farmacos
(14, 15). O uso de linhagens celulares epiteliais pulmonares € de relevante
importancia para a avaliagcdo de novas formulagcdes em termos de toxicidade e

internalizacao celular (16, 17).

Neste contexto, € de grande interesse o desenvolvimento de novos
sistemas DPI aliando varias tecnologias. No presente trabalho, propomos 0 uso
de sistemas inovadores de DPI baseados em nanotecnologia para a
administracdo via pulmonar como uma nova plataforma tecnol6gica para o
tratamento da asma. Desta forma, o objetivo deste estudo foi desenvolver um
novo sistema DPI a base de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
budesonida produzidas na forma de pé respiravel, visando ao tratamento da

asma.



2. Objetivos
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2.1  Objetivo geral

O desenvolvimento de uma formulacdo de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo budesonida na forma pulverulenta veiculadas como dry
powders inhalers (DPI) e valiar o efeito deste novo sistema em modelos animais
de asma aguda e crbnica e a toxicidade in vitro utilizando linhagens celulares
pulmonares. A hipotese do trabalho € de que a formulacdo desenvolvida

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

comercial.
2.2 Objetivos especificos
o Realizacdo de um estudo fatorial de pré-formulacdo, avaliando a

preparacao das suspensfes de nanocapsulas de nucleo lipidico e os

adjuvantes de secagem utilizados;

o Caracterizacdo fisico-quimica das suspensbes e dos pOs-secos
obtidos;
o Estudo do efeito da formulacdo nanoestruturada escolhida em modelo

animal de asma aguda e crénica, avaliando:

. Mecanica respiratéria e funcdo pulmonar em termos de
resisténcia e elastancia pulmonar;

. Avaliacdo do fluido de lavagem bronco alveolar (BALF) para
contagem de leucdcitos totais e analise diferencial no infiltrado
pulmonar;

. Quantificacdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias no
tecido pulmonar;

. Andlise histopatoldgica do tecido pulmonar.

o Avaliacdo da toxicidade in vitro da formulacdo escolhida utilizando
cultura celular em linhagens pulmonares: bronquial epitelial (H441) e

de mondcitos diferenciados em macréfagos (THP-1);
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Avaliacdo da captacao celular na linhagem bronquial epitelial (H441)
utiizando a formulacdo selecionada e polimero marcado com
rodamina (PCL-Rod).



3. Revisado de Literatura
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3.1 Anatomia do sistema respiratorio

A conexdo entre o0 meio ambiente e os pulmdes ocorre através das vias
aéreas, que sdo divididas em superiores e inferiores. As vias aéreas superiores
sao constituidas pelo nariz, cavidade oral, laringe e faringe. Estas partes iniciais
do sistema respiratério possuem 4 funcdes importantes: conducdo do ar
inspirado e expirado, umidificar e aquecer o ar inspirado, prevencdo da entrada
de particulas estranhas até a arvore bréonquica e funcées de fala e olfato (18, 19).

As vias aéreas inferiores sdo constituidas pela arvore bronco-traqueal que
é dividida em duas grandes partes: zona de conducdo que é formada pela
traqueia, brénquio principal, brédnquio segmentado, bronquiolos e bronquiolos
terminais; e a zona respiratéria que € formada pelos bronquiolos respiratérios,

dutos alveolares e sacos alveolares (19).

A parte distal do sistema respiratério € formada por 3 partes essenciais:
os brénquios respiratérios, dutos alveolares e os sacos alveolares, que séo a
parte principal e funcional da troca gasosa entre 0 meio externo € o organismo
humano (19, 20). Existem cerca de 300 milhdes de alvéolos, em um adulto, com
cercade 75— 300 um de diametro e cerca de 95% desta area alveolar é revestida

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

O 6rgdo que comporta parte do sistema respiratério, principalmente as
vias aéreas inferiores, sdo os pulmdes. O pulméo direito € maior e mais pesado
do que o esquerdo e é dividido em 3 lobos, enquanto o pulméao esquerdo possui
2 lobos (19).

A ventilacéo é definida como o processo que move 0s gases respiratorios
do meio externo para os pulmdes e vice-versa. Envolve a entrada de oxigénio do
meio ambiente para os alvéolos pulmonares e a saida do diéxido de carbono dos
pulmdes para o meio externo. Para o entendimento do processo de ventilagéo &
preciso abordar os 4 seguintes aspectos: as diferencas de pressao através dos
pulmdes; as propriedades elasticas intrinsecas dos pulmdes; as caracteristicas
dindmicas dos pulmdes que afetam a ventilagéo e situagdes normais e anormais

de ventilacdo (19).

O gradiente de pressao existente entre a atmosfera e os pulmbdes é o

responsavel pela entrada e saida de ar e ainda pela manutencéo (Figura 1) e um
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nivel basal inflado dos pulmdes. O fluxo de ar sempre vai de um local com uma
pressao maior para um de menor pressao. A Figura 1 ilustra, resumidamente, a

troca gasosa de oxigénio e de gés carbbnico entre o meio externo e os pulmdes.

Both Mechanisms Cause Both Mechanisms Cause
the PADjhlmmase the P"(:OQ‘U Decrease

3 l Increased Ventilation:
High Low
Pag, Increases Amount of Increases Amount of CO, PA GO,
0, that Enters Alveolus that Washes Out of Alveoclus

High Pc

Low Pc__
ow Cco,

High pH

Low Blood Flow:

Decreases O, Reduces Amount of COz
Diffusion Rate Returning to Alveolus

Figura 1. Representacédo da troca gasosa mostrando o aumento da POz
alveolar e a concomitante diminui¢cdo da PCO:2 alveolar (retirado de
Fishman 2008).

A entrada e saida de ar da atmosfera para o sistema respiratorio e vice-
versa ocorrem devido a pressdo através das vias aéreas e a pressao
transpulmonar em resposta da acdo do diafragma, que € o principal musculo
respiratorio. No momento da inspiracdo ocorre a contracdo do diafragma e
posterior movimento deste musculo para baixo, proporcionando um aumento no
volume toracico e uma diminuicdo das pressfes intra-pleural e intra-alveolar,
permitindo, assim, a entrada do ar da atmosfera através da arvore bronco-
traqueal para os pulmdes. Por outro lado, no momento da expiragcdo ocorre o
relaxamento do diafragma que volta para a posic¢ao inicial, proporcionando uma
diminuicdo no volume do térax e aumento das pressodes intra-pleural e intra-
alveolar (19, 21).

Os pulmdes possuem uma capacidade elastica prépria assim como a
parede toracica, no entanto os movimentos de elasticidade de cada sistema

elastico sdo opostos. O torax tem uma tendéncia a se expandir decorrente do
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movimento dos o0ssos do térax e dos musculos toracicos. Por outro lado, os
pulmdes convergem para movimentos de contracdo devido as propriedades

elasticas do tecido pulmonar (19).

Duas propriedades importantes dos pulmfes s&do a resisténcia e a
complacéncia. A resisténcia € matematicamente definida como sendo a
diferencga de presséo entre a boca e os alvéolos dividida pela taxa de fluxo de ar,
ou seja, é o fluxo que um volume de ar passa pelas vias aéreas, uma funcéo de
gradiente de pressao e a resisténcia criada pelas vias aéreas a entrada do ar.
Por outro lado, a complacéncia é definida como sendo a facilidade de
acomodacéo dos pulmdes durante o processo de respiracdo. Por sua vez, a
elastancia é o inverso da complacéncia, definida como a resisténcia de um objeto

a deformacéo (19).

3.2 Viapulmonar

O uso da via pulmonar para administracédo de farmacos tem sido foco de
inimeras pesquisas nas ultimas duas décadas. Esta via se apresenta como
sendo uma via de primeira escolha para o tratamento de doencas das vias
aéreas e infecgdes locais e, ainda, para tratamentos sistémicos (2, 4, 5, 22, 23).
A via pulmonar aparece como uma das principais vias de administracao
alternativa as vias convencionais como a oral e intravenosa, pois apresenta
diversas vantagens como a extensiva vascularizacdo tecidual, grande potencial
para produzir um maximo beneficio terapéutico, fina barreira epitelial (0,1 — 0,2
um), grande area superficial alveolar para a absorcédo de farmacos (100 m?),
baixa atividade metabdlica, auséncia de metabolismo de primeira passagem,
aumento da biodisponibilidade de farmacos, possibilidade de diminuicdo dos
efeitos adversos de certos farmacos e de diminuicdo de frequéncia de dose (3,
6, 24-26).

As principiais vantagens do tratamento pulmonar local sédo: a diminuic&o
dos efeitos colaterais sistémicos e as altas doses da medicagédo aplicada no sitio
de acéo de farmacos. Por outro lado, mesmo sendo uma das vias mais utilizadas
para o tratamento de doencas respiratorias, apresenta algumas desvantagens
como a rapida depuracdo mucociliar e a necessidade de aplicacdo de 3 ou 4

doses diarias de farmaco (2, 6, 27, 28). As principais doengas pulmonares que
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sao alvo da administracdo de farmacos pela via pulmonar visando ao tratamento
local séo a asma, a doenca pulmonar obstrutiva crénica, a hipertenséo arterial

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

O tamanho de particula é um dos parametros mais importantes a ser
levado em consideracdo no desenvolvimento de novos sistemas para
administragao pulmonar, juntamente com a distribuicdo de tamanho, forma,
superficie, carga, densidade e higroscopicidade, sendo o didmetro de particula

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

Os mecanismos de impactacédo e de distribuicdo das particulas no trato
respiratorio estdo relacionados com o tamanho de particula. A tendéncia de
impactagdo aumenta com o aumento da velocidade do ar inspirado, taxa de
respiracdo, tamanho de particula (>5 um) e densidade. Por sua vez, particulas
com tamanhos inferiores a 5 um podem ser transportadas para dentro da
traqueia (2, 6, 26, 32, 33). Para alcancar as partes mais profundas dos pulmdes
e aperfeicoar a deposicdo pulmonar dos farmacos, esses sistemas
desenvolvidos devem apresentar um diametro aerodinamico entre 1 e 5 um.
Essa faixa de tamanho é relatada na literatura como a faixa ideal para sistemas
candidatos a administracdo pulmonar, pois particulas com tamanho superior a 5
um usualmente ficam depositas na regido orofaringea e séo ingeridas e/ou
expelidas; por outro lado, particulas com diametro inferiores a 1 um podem né&o
chegar as partes mais profundas dos pulmdes devido ao movimento Browniano
que adquirem no fluxo de ar e podem ser exaladas na expiracao (2, 5, 25-27, 29,
34).

O uso de adjuvantes carreadores de particulas para a administragéo
pulmonar visa evitar a formacdo de aglomerados devido & coesdo destas
particulas e aumentar o fluxo dos pos melhorando a aerolizagdo (5). A
disponibilidade de adjuvantes que melhorem as caracteristicas de aerosol de um
farmaco candidato para a administragdo pulmonar é limitada. Neste contexto,
desenvolve-se a busca por estratégias alternativas como a engenharia de
particulas que apresentem propriedades adequadas e boa dispersibilidade (6,
26).

Tendo em vista que a escolha e 0 uso de adjuvantes que podem melhorar

0 comportamento aerosol de formulagdes pulverulentas para a administracao
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pulmonar é restrito, o desenvolvimento de novos sistemas particulados
carreadores de farmacos tém recebido uma atencéo diferenciada nas pesquisas
cientificas. Esse desenvolvimento de particulas planejadas melhora parametros
importantes como o tamanho, a morfologia e a estrutura das particulas. Os
principais objetivos deste desenvolvimento € a obtencdo de particulas com
estreita faixa de distribuicdo de tamanho, melhor dispersibilidade, aumento na
estabilidade e na biodisponibilidade de farmacos, além da obtencédo de perfis de

liberacdo controlados/sustentados e vetorizacao precisa (6, 26).

Existem varias opcdes para a reducao de tamanho de particulas solidas
pulverulentas, sendo a primeira, geralmente, a microniza¢do. Porém, poucas
técnicas de micronizagcdo conseguem produzir particulas com tamanho
controlado na faixa de 1 — 5 um (35). Por outro lado, podem ser obtidos poés-
secos a partir de solugdes ou dispersdes por spray-drying, spray-freeze-drying
ou nanospray-drying, técnicas que permitem a obtencdo de particulas de
tamanho reduzido e com faixa de distribuicdo controlada, além de apresentar
uma desaglomeracdo e formacdo de aerosol mais adequada para a

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

Dispositivos para administracédo de farmacos pela via pulmonar podem ser
divididos em 3 categorias: nebulizadores, inaladores de dose-medida
pressurizados (MDI) e inaladores de po6-seco (DPI). Um bom dispositivo deve
gerar um aerossol adequado, com particulas de tamanho controlado (1 — 5 pm),
além de promover a estabilidade quimica e fisica do farmaco na formulacao, ser
simples, conveniente, ter baixo custo, ser portatil e de facil manuseio (2, 4, 6, 24,
26, 31, 36).

Os nebulizadores foram os primeiros dispositivos desenvolvidos
disponiveis no mercado. No entanto, esses dispositivos apresentam
desvantagens importantes, como a baixa eficiéncia, baixa reprodutibilidade e alta
variabilidade de dose. Além disso, o tempo elevado para a obtencdo do efeito
(cerca de 30 min), a auséncia de portabilidade e a limpeza do dispositivo sao

desvantagens inerentes da técnica (6).

Inaladores do tipo MDI (inaladores de dose-medida pressurizados) foram
desenvolvidos, principalmente, para o0 uso no tratamento da asma na década de

50. Todavia, estes dispositivos sdo, reconhecidamente, agressores do meio
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ambiente, pois sdo produzidos com gases do tipo cloro fldor carbono (CFC) e
apenas uma pequena parte do farmaco que sai do dispositivo chega as partes
mais profundas do pulmé&o, devido & combinacdo da alta velocidade que o
farmaco sai do atuador e a ma coordenacéo entre o dispositivo e a inalagéo. A
quantidade de farmaco que fica na boca e na regido orofaringea é variavel a
partir deste tipo de dispositivo. Trabalhos na literatura mostram que a perda,
usando dispositivo do tipo MDI, é superior a 70%, podendo chegar até 90% (2,
6, 36).

Devido aos problemas apresentados pelos dispositivos supracitados, foi
desenvolvido um sistema inalatério simples, pequeno, sem uso de propelentes
e ambientalmente correto, utilizando pds-secos para inalacdo (Dry powder
inhalers — DPI). Dispositivos do tipo DPI combinam a tecnologia da forma
farmacéutica pé com o desenvolvimento de dispositivos para dispersar 0os pos-
secos como um aerossol no fluxo de ar respiratério dos pacientes. Portanto,
requerem pouco ou nenhuma coordenacgdo entre o atuador e a inalacédo e
resultam, na maioria das vezes, em uma melhor administracéo e distribuicdo

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

O desenvolvimento de DPl's é preferido por apresentarem melhor
estabilidade, processamento, facil manuseio e, geralmente, sdo produzidos em
uma Unica fase e em estado solido. Sao os preferidos para o uso no tratamento
da asma e da doenca pulmonar obstrutiva cronica. Atualmente, existem trés tipos
principais de DPI's: dose unitaria unica (capsulas em dose unica), dose unitaria
multipla e dose multipla acomodadas em blister ou em reservatorio de farmaco

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

A producao de DPI's depende de quatro fatores principais, complexos e
interligados: 1) das propriedades do farmaco ou do material particulado que
carreia o farmaco, como o fluxo do po, o tamanho de particula, a distribuicéo de
tamanho, a densidade, as for¢cas de coesdo/adesao, a forma e a propriedade de
superficie; 2) do desempenho e do desenvolvimento do atuador (geometria e
tamanho) — desempenho, capacidade de desaglomeracdo do po e a formacao
do aerossol no momento da liberacdo da forma farmacéutica a partir do atuador;
3) da correta inalacéo que proporcione deposi¢cao correta nos pulmdes, da forma,

do tamanho e do correto posicionamento da cdpsula no dispositivo e 4) do perfil
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inalatorio e da taxa de fluxo respiratorio do paciente através do inalador que vai
gerar o fluxo de ar para o trato respiratério. Evidentemente, essas caracteristicas
nao podem ser observadas de forma separada e, sim, de forma concomitante (2,
5, 6, 25, 26, 28, 29, 33, 34, 36, 37).

No entanto, é dificil prever se uma particula com velocidade e massa
conhecidas vai realmente se distribuir de forma adequada nas vias aéreas, em
certas bifurcagbes dos pulmdes, porque o fluxo de ar, ja no interior do trato
respiratorio, ndo pode ser mensurado adequadamente e as particulas podem ter
posicdes de partida diferentes nas vias aéreas. Além disso, apds a passagem
pelas vias aéreas superiores, boca e traqueia, e com a diminui¢ao do fluxo do ar
devido ao aumento do numero de bifurcagbes nos pulmdes, a forca de
sedimentacao das particulas se torna muito importante para a chegada as partes

mais profundas dos pulmdes (2, 36).

O local de deposicdo das particulas € um dos fatores levados em
consideracao no planejamento de sistemas particulados para definir o tamanho
preferido. Alguns parametros considerados no desenvolvimento de particulas
sdo: 1) o local de acéo das particulas nos pulmdes (local e/ou sistémico), levando
em consideracao a morfologia, fisiologia e anatomia do pulmé&o dos pacientes;
2) a ocorréncia e a severidade de efeitos adversos e 3) a eficiéncia de

desaglomeracéo do p6 durante a inalacéo (2, 36).

A determinacdo da faixa de diametro aerodindmico (daero) ideal para
administragéo pulmonar de farmacos ou sistemas carreadores de farmacos pode
ser estimada por modelos matematicos de deposicédo nos pulmdes, estudos de
deposicao in vivo ou a partir de estudos clinicos combinado com métodos
farmacocinéticos (2, 36). O diametro aerodindmico pode ser definido como o
diametro de uma esfera com densidade unitaria que, ao ser submetida a um jato
de ar, alcanca a mesma velocidade que uma particula ndo esférica de densidade
arbitraria (38).

A aerolizagdo de um po para inalacdo pode ser aumentada através da
reducdo do daero. Isto pode ser feito de varias formas: a mais Obvia e utilizada
€ a reducdo do didmetro geométrico (dgeo) das particulas, desde que a
densidade seja mantida; no entanto, isso pode aumentar a compactacao das

particulas por aumentar as for¢cas de coesao e, consequentemente, uma maior
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aglomeracdo e possibilidade de reducdo da aerolizacdo da formulacdo
pulverulenta. Outra forma de reduzir o daero € mantendo o dgeo e modificando
a densidade da particula, por exemplo: aumentando a porosidade ou
aumentando o fator forma aerodinamica, por exemplo: modificando as particulas

para o formato de agulha (5).

3.3 Asma

A asma é caracterizada por ser uma doenca inflamatdria cronica das vias
aéreas, por apresentar remodelamento e hiper-reatividade brénquica, resposta
imune por células Th2 a agentes alergénicos inalados. Ocorre obstrucao do fluxo
de ar, secrecao de muco e elevada infiltracao de eosindfilos, neutrdfilos e células
T CD4+, hipertrofia da musculatura lisa e hiperplasia, além de aumento da

deposicao subcelular de colageno e fibras elasticas (1, 7-9, 39).

Esta doenca é considerada uma sindrome, pois é resultado de varias
manifestacdes e fatores distintos: clinicos, fisioldégicos e patoldgicos. Pode ser
dividida em asma intermitente, persistente leve, persistente moderada e

persistente grave (1).

A asma atinge cerca de 10% da populacdo mundial. Estudos
epidemioldgicos apontam para um aumento importante no nimero de casos de
asma no mundo, nas ultimas cinco décadas, principalmente, pelo aumento da
exposicdo das pessoas a agentes alérgicos e a poluicdo. No Brasil, o
crescimento dos casos de asma esta acima (13%) do indice mundial e esta

doenca é considerada um grave problema de saude publica (9).

A resposta asmatica é caracterizada pela associacéo de fatores genéticos
e ambientais. Estudos apontam uma regido cromossémica responsavel pela
producdo de Imunoglobulina do tipo E (IgE), que é um dos maiores fatores de
risco associado ao desenvolvimento da doenca. Usualmente, a asma se inicia
na infancia com a sensibilizacdo das vias aéreas pela acao de alérgenos como
acaros, fungos, pélen, que desencadeiam respostas imunolégicas que geram
inflamacao das vias aéreas. Portanto, o desenvolvimento do quadro asmatico é

uma soma de fatores importantes como o0 genoétipo do paciente associado ao
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tipo, tempo de exposicdo e dose do alérgeno, infeccdes paralelas e qualquer

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

O processo de sensibilizagdo de um individuo até um quadro estabelecido
de asma é muito complexo e envolve varios mecanismos e liberacdo de
quimiocinas intracelulares (Figura 2). Tudo comeca com a inalacdo de um
alérgeno que quando em contato no epitélio pulmonar € captado pelas células
dendriticas presentes no epitélio e submucosa. Apos a captacao pelas células
dendriticas, este antigeno é processado e apresentado aos receptores de
células T CD4+ pelo sistema principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC
1) (1, 8, 9). ApGs a apresentagdo do antigeno e diversas sinalizagfes, ocorre
uma ativacao e diferenciacdo das células nativas T no tipo T “helper” do tipo 2
(Th2). Isso ocorre, principalmente, pela capacidade das células dendriticas de
produzir interleucina IL-12 que favorece a maturacéo do tipo Th2. Os linfocitos
Th2, nesta etapa, sdo produtores potentes de citocinas, principalmente,
interleucinas: IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 (9, 41). Pode-se dizer que as
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 sdo as responsaveis pelo desenvolvimento da doenca.
A IL-5 favorece o aumento da populacdo de eosindfilos ao estimular a
diferenciacdo e sobrevida destas células. A IL-13 promove diretamente a hiper-
reatividade das vias aéreas, além de atuar sobre outras células das vias
respiratorias induzindo a producao de fatores pro-inflamatorios e a secre¢ao de
muco. A IL-4, além de contribuir para diferenciacao de linfocitos para o perfil Th2,
atua em conjunto com a IL-13 na inducao da troca de classes em linfécitos B,
estimulando o rearranjo de segmentos genéticos que codificam a cadeia pesada
de imunoglobulina, culminado com a producdo de imunoglobulina E (IgE)
especifica, a qual distribui-se sistemicamente através dos vasos linfaticos. Apos
obter acesso ao tecido pulmonar, a IgE liga-se ao seu receptor de alta afinidade
(FceRI) expresso na membrana de mastocitos ou basofilos residentes. Esse

processo € conhecido como sensibilizacdo e é assintomatico (8, 9).
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Figura 2. Sensibilizagdo na asma (retirado de Galli et. al. 2008)

O processo de desenvolvimento do quadro asmatico € dividido em trés
etapas principais: fase de inducédo, fase imediata e fase tardia. Cada fase é
caracterizada pela producdo e interacdo de varios mediadores derivados
celulares. A fase de inducéo, previamente descrita, consiste na sensibilizacao
por efeito de alérgenos e liberacéo de citocinas por meio de linfocitos T. A fase
imediata inicia-se com uma nova exposicdo ao alérgeno em individuos ja
sensibilizados previamente, sendo caracterizada pela ativacdo de basdfilos e
mastocitos. A atividade dos mastocitos ocorre através da liberacdo dos granulos
intracelulares de mediadores como histamina e serotonina, além da producéo de
citocinas, proteases e hidrolases, leucotrienos e fator ativador de plaguetas que
promovem vasodilatagdo, aumento na permeabilidade celular, broncoespasmo
e hipersecre¢do de muco para a luz das vias aéreas (8, 9). Além disso, cabe
ressaltar que histamina liberada é a principal responsavel pela contracdo das
células endoteliais dos vasos e contracdo da musculatura lisa ocasionando a
broncoconstricdo das vias aéreas. Nesta fase imediata, ocorre a proliferacéo,
maturacdo e ativagdo de células Th2, eosindfilos e mastocitos pela agdo de
diversas citocinas produzidas nesta etapa, como: fator de necrose tumoral (TNF),
eotaxina — 1 e de interleucinas IL-1, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13. A producéo destes
mediadores e de células pré-inflamatérias resulta no acumulo de mais

mediadores inflamatérios que estdo envolvidos na fase tardia do quadro
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asmatico, que consiste em uma producdo exacerbada de inflamacdo e
remodelamento significativo das vias aéreas. O remodelamento tecidual é
caracterizado pelo aumento no tamanho das células caliciformes brénquicas,
hipertrofia e hiperplasia do musculo liso das vias aéreas, descolamento epitelial,
espessamento da camada reticular da membrana basal, fibrose sub-epitelial,
fragmentacao das fibras elésticas, angiogénese e aumento da permeabilidade
vascular. Padrdes celulares e moleculares relacionados ao remodelamento das
vias aéreas na asma sao complexos, interativos e variaveis. Nesta fase ocorre
uma resposta eosinofilica exacerbada no tecido pulmonar, o que esta

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

A presenca de eosinofilos no tecido pulmonar é caracteristica na reagéo
alérgica inflamatdria. Essas células sdo responsaveis pela inflamacao e aumento
na hiper-reatividade das vias aéreas, hipersecrecdo de muco e broncoespasmo.
O recrutamento de eosindfilos é decorrente, principalmente, de hipersecrecéo de
IL-3 e IL-5. O interior destas células apresentam uma grande quantidade de
granulos proteicos, peroxidases, leucotrienos, citocinas e quimiocinas. A
presenca destas células no tecido pulmonar causa dano neurogénico que
contribui para a contracdo do musculo liso das vias aéreas e, principalmente, o

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

O remodelamento das vias aéreas, em quadros asmaticos estabelecidos,
€ o principal responséavel pelos sintomas clinicos da asma. O remodelamento é
um conjunto de modificacbes estruturais associadas a tentativa de reparo dos
danos causados pela inflamacao local. A interacdo entre as células estruturais
do sistema respiratério e as células inflamatérias que migraram para a luz das
vias aéreas, principalmente eosindfilos, linfocitos Th2 e mastdcitos, resulta no
processo de remodelamento das vias aéreas. Estudos apontam que o numero
elevado de eosindfilos no limen das vias aéreas seja responsavel pelos danos
estruturais como dano epitelial, espessamento da membrana basal e liberacéo
de mediadores que resultam em indugéo da fibrose subepitelial, hiperplasia da
musculatura lisa dos brdonquios, angiogénese e hiperplasia das células
produtoras de muco (7-9). O remodelamento das vias aéreas pode explicar a
perda progressiva da funcdo pulmonar em asmaticos, uma vez que a presenca

de muco e células inflamatérias no limen das vias aéreas associados ao
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espessamento do epitélio bronquico resulta no aumento da obstrucdo do fluxo
de ar nas vias aéreas. A hiper-reatividade das vias aéreas é definida como um
aumento da resposta broncoconstritora a estimulos néo especificos, levando aos
sintomas clinicos de falta de ar, sibilo e tosse em asmaticos. A resposta pode
ser medida experimentalmente, utilizando estimulos néo seletivos que provocam
broncoconstricdo em asmaticos e € geralmente realizada por meio de curvas de

dose-resposta por inalacdo de agentes pro-espasmadicos, tais como metacolina.

Como a asma é uma doenca heterogénea e complexa, a investigacao dos
mecanismos celulares e moleculares subjacentes a fisiopatologia, se faz
necessaria, visando a identificacdo e validacdo de intervencdes terapéuticas.
Nesse sentido, € importante o desenvolvimento de modelos experimentais
capazes de mimetizar as caracteristicas da doenca. Modelos animais vém sendo
utilizados a mais de 100 anos (42), sendo os modelos animais de asma
provavelmente os melhores caracterizados em termos de processos

inflamatérios e de remodelamento (43).

A maioria dos modelos murinos asmaticos utilizam alérgenos que levam
a expressao principal do fenétipo Th2, que é caracterizado por altos niveis de
IgE especifica, inflamacao eosinofilica das vias aéreas e um padréo de citocinas
tipico caracterizado pelo aumento dos niveis de IL-4 , IL5 e IL-13 (42).
Camundongos séao facilmente sensibilizados com antigenos aos quais eles nao
sdo expostos rotineiramente. A ovalbumina (OVA) é o antigeno mais utilizado
para o desenvolvimento da inflamacé&o alérgica. Em condi¢des de sensibilizacao
e desafio de camundongos, ratos ou cobaias com OVA, os eosinodfilos sdo as
principais células inflamatérias recuperadas no lavado broncoalveolar (42, 44).
Outros alérgenos sao também bastante empregados, a exemplo do uso de
acaros, considerado clinicamente mais relevante, uma vez que 50 a 85% dos

asmaticos sao tipicamente alérgicos a poeira caseira que contem acaros (43).

A primeira escolha para o tratamento da asma é o uso de glicocorticoides.
Os farmacos utilizados para o tratamento da asma incluem broncodilatadores,
que atuam principalmente inibindo a contragdo do mdusculo liso das vias
respiratorias, e os farmacos anti-inflamatoérios esteroides, 0s quais suprimem a
inflamacé&o pulmonar. Os glicocorticoides sao considerados a classe mais efetiva

no tratamento, principalmente, da asma cronica (45). A acao dos glicocorticoides
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ocorre na prevencao das exacerbacfes da doenca, reduzindo a inflamacéao das
vias aéreas, edema, secrecdo de muco, extravasamento vascular e a hiper-
reatividade da musculatura bronquial. E importante ressaltar que alguns
pacientes asmaticos graves sao inteiramente refratarios ao tratamento, mesmo

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

A budesonida (Figura 3) é classificada como sendo um corticosteroide ndo
halogenado com elevada afinidade pelo receptor glicocorticoide e prolongada
retencao tecidual, sendo considerado de primeira escolha para o tratamento da
asma (10). A budesonida exerce seus efeitos gendmicos através de mecanismos
de transativacdo e transrepressao, reduzindo o recrutamento de leucdcitos e a
liberac@o de citocinas pro-inflamatérias por essas células nas vias aéreas.
Entretanto, a inalacdo frequente deste farmaco pode ocasionar efeitos adversos
graves, como afinamento da pele, reducdo da densidade mineral Ossea e
catarata. Seu uso sistémico pode ocasionar efeitos indesejados como supressao
adrenocortical, sindrome de Cushing e osteoporose (46, 47). Esses problemas
apontam a necessidade de novas alternativas terapéuticas para um tratamento

mais eficaz e seguro dessa doenca.

Figura 3. Formula estrutural da budesonida.

Como apresenta uma baixa biodisponibilidade oral (cerca de 10%) e uma
alta ligacdo as proteinas plasmaticas (cerca de 88%), a budesonida € um

farmaco candidato a administragdo pulmonar.

3.4 Nanoparticulas: sistemas coloidais

A reducéo do tamanho de particula de compostos ou ainda a producéo de

novos sistemas em escala nanométrica confere propriedades importantes e
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diferenciadas a estes nanossistemas, frente aos sistemas convencionais ja
conhecidos (48). O uso da nanotecnologia no desenvolvimento de formulacdes
para o uso pulmonar tem apresentado grande interesse na area cientifica nas

ultimas décadas.

A nanoencapsulacéo de farmacos apresenta propriedades particulares e
Importantes em comparagcdo com 0s sistemas de administragdo convencionais.
O uso da nanotecnologia para veiculacdo de farmacos promove uma liberagéo
controlada de farmacos a partir das nanoparticulas e visa a vetorizacao a alvos
especificos no organismo, aumento da estabilidade e da biodisponibilidade de
farmacos, além da possibilidade de reducdo de dose e diminuicdo dos efeitos
adversos, reducdo na toxicidade e uma maior adesdo do paciente aos
tratamentos (11-13, 49, 50).

Os carreadores nanoestruturados com diametros de particula entre 1 —
1000 nm, para veiculacédo de farmacos, tém sido frequentemente estudados nos
dltimos anos. As nanoparticulas poliméricas séo divididas em nanoesferas e
nanocapsulas. As nanoesferas sdo sistemas matriciais compostos,
majoritariamente, por uma rede polimérica onde o farmaco esta
homogeneamente disperso na rede polimérica. Por sua vez, as nanocapsulas
sao definidas como sistemas poliméricos compostos por uma parede polimérica
e um ndcleo lipofilico com fungcédo reservatoria, podendo o farmaco estar
completamente dissolvido ou disperso no nucleo e/ou na parede polimérica (11,
13, 50, 51).

Em um estudo do nosso grupo de pesquisa, Jager e colaboradores (2009)
avaliaram a influéncia da concentracdo dos componentes do nucleo das
nanocapsulas de poli(e-caprolactona — PCL). O estudo avaliou as variacdes das
concentracdes de monoestearato de sorbitano (Span 60®), que possui funcdes
tensoativas, e Oleo dos triglicerideos de cadeia média (TCM). Estes
nanocarreadores foram denominados de nanocépsulas de nucleo lipidico (LNC)
e consistem em uma dispersao do lipidio sélido no 6leo que resulta em um nucleo
com caracteristicas de organogel. Esta caracteristica confere papel importante

no controle da liberacdo do farmaco das nanocapsulas (51).

Por sua vez, no trabalho desenvolvido por Venturini e colaboradores

(2011) foi proposta uma otimiza¢do das nanocépsulas de nudcleo lipidico. Apés o
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desenvolvimento de vérias formulagcbes com variacbes quantitativas dos
triglicerideos de cadeia média e do monoestearato de sorbitano, avaliacdes de
didmetro de particula e avaliagdo do gradiente de densidade, foi possivel
evidenciar a presenca de nanocapsulas e nanoemulsdes nas formulagdes. No
entanto, apOs estes estudos, foi proposto que quando a propor¢éao (1:4,1:2,6
m/m) de Span 60®, TCM e PCL, é utilizada, é possivel obter exclusivamente
nanocapsulas de nudcleo lipidico, sem a presenca simultanea de dispersfes de

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

3.5 Secagem de sistemas nanoestruturados

Sistemas nanoestruturados em formas farmacéuticas liquidas possuem
uma limitacdo na questdo da estabilidade. Dessa forma, a remocéo da agua
destes sistemas liquidos por secagem por aspersao promove um aumento na
estabilidade fisico-quimica das formulacées (53-57). O processo de secagem por
aspersao (spray-drying) é uma ferramenta muito importante na obtencdo de
formas farmacéuticas soélidas a partir de formas liquidas, como solucdes,
emulsbes, suspensdes ou dispersdes (53, 54, 57). E uma técnica rapida, de
baixo custo, realizada em etapa Unica e passivel de transposi¢cdo para escala
piloto e industrial (55, 57). A secagem de formas farmacéuticas liquidas para
obtencdo de nanoparticulas pode ser abordada, de forma geral, em 3 grandes
grupos: 1) secagem de solucdes para obtencdo de nanoparticulas (processo tipo
‘bottom up”); 2) secagem de emulsdes/dispersdes para obtencdo de
nanoparticulas e 3) secagem de nanoparticulas pré-formadas (57).

A primeira abordagem, geralmente, compreende o0 uso de solventes
misciveis com a agua e polimeros hidrofilicos solubilizados formando solucdes
verdadeiras. Por outro lado, também é relatado o uso de polimeros hidrofobicos
para a preparacdo de nanoparticulas usando solventes organicos como o
diclorometano. Essa abordagem de secagem de solugdes permite a producéo
de poOs-secos de nanoparticulas com propriedades importantes de liberagcédo
controlada e com aumento da estabilidade da forma farmacéutica sélida (57).

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

de suspensodes, emulsdes e dispersbes. Os principais estudos sobre obtencéo
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de nanoparticulas, por secagem, sao a partir de microemulsdes, dispersées

coloidais ou emulsdes.

Foram desenvolvidas nanoparticulas na forma pulverulenta contendo
farmaco insolavel e hidroxipropilmetilceulose (HPMC), visando um aumento da
biodisponibilidade devido ao aumento da area superficial do pd obtido por
secagem (58). A obtencao dessas nanoparticulas, secas por spray-drying a partir
dessas dispersdes e emulsdes, pode ser empregada para administragéo
pulmonar, assim como para producdao de comprimidos juntamente com outros
adjuvantes, para uso pela via retal, oral, ou pés redispersiveis para uso pela via

oftdlmica ou parenteral (59).

A terceira abordagem para obtencdo de nanoparticulas secas por
secagem por aspersao refere-se a secagem de suspensdes de nanoparticulas,
previamente formadas para a obtencdo de poés. Para isso, sdo utilizados
adjuvantes que auxiliam na secagem dessas nanoparticulas, que sao facilmente

redispersiveis e 0 tamanho nanométrico permanece inalterado (57).

O primeiro estudo de secagem de nanoparticulas previamente formadas
foi desenvolvido e patenteado por Guterres e colaboradores (1999). O uso da
secagem de suspensbes de nanoparticulas poliméricas, nanocapsulas ou
nanoesferas, € uma alternativa tecnolégica importante visando a melhoria na
estabilidade fisico-quimica dessas suspensfes, tendo em vista a possibilidade
de sedimentacdo de particulas ou a degradacao quimica dos componentes da
formulacédo coloidal. Aléem disso, esta técnica também pode ser utilizada para a
obtencdo de produtos intermediarios para producdo de formas farmacéuticas
finais, possibilitando a aplicagcdo industrial dessas formas secas de
nanoparticulas (60, 61). Neste primeiro estudo, foi realizada a secagem de
suspensao de nanocapsulas poliméricas, contendo farmaco ou néo, juntamente
com adjuvante de secagem dioxido de silicio coloidal (0,5 -5 % m/v), em camara
de secagem, sob parametros previamente estabelecidos. Esses nebulizados
obtidos podem ser utilizados para preparacao de formas farmacéuticas ou como
material de enchimento de capsulas ou para compressao (12, 60).

No ano 2000, Muller e coautores desenvolveram nanocapsulas
poliméricas, na forma pulverulenta, de PCL e Eudragit S90(R) devido a

instabilidade fisico-quimica das suspensfes. A secagem foi realizada com o uso
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de dioxido de silicio coloidal, como descrito anteriormente por Guterres (1999),
sendo possivel obter pos redispersiveis. Também foi evidenciada a integridade
fisica das nanocpsulas no aglomerado com diéxido de silicio, por microscopia
eletrbnica de varredura, e ainda, que o tamanho das nanoparticulas nao foi

alterado apds a secagem por aspersao (61).

Em outro trabalho do nosso grupo de pesquisa, foram desenvolvidas
suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo PCL ou poli (D,L — acido
latico) (PLA) e como farmaco modelo foi utillizada a indometacina
nanoencapsulada. Essas suspensdes foram secas em spray-dryer utilizando
diéxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem, sendo realizado um
estudo comparativo de estabilidade. Os resultados mostraram um decaimento
significativo na concentracdo de indometacina nas nanocapsulas da forma de
suspensao coloidal. Por outro lado, na forma pulverulenta a recuperacédo de
farmaco foi total, mostrando a importancia da secagem das suspensdes na

estabilidade das formulacgdes (62).

Em um estudo desenvolvido por Guterres (2001) foi mostrado, pela
primeira vez, a capacidade gastroprotetora de suspensfes de nanocapsulas ou
de nanoesferas poliméricas de PCL, secas por spray-drying, frente ao uso do
anti-inflamatério ndo esteroide, o diclofenaco acido. O uso do diclofenaco, por
via oral em modelos animais, quando nanoencapsulado, mostrou uma maior
protecdo ao tecido gastrico frente ao farmaco na sua forma ndo encapsulada
(63).

Pohlmann e colaboradores (2002) desenvolveram um estudo comparativo
de diferentes suspensfes de nanocapsulas e nanoesferas, de PCL e PLA, secas
por spray-drying, contendo ou nao indometacina como farmaco modelo. Neste
trabalho, foi avaliada a estabilidade, caracteristicas fisico-quimicas e foi proposto
um modelo estrutural de organizacdo das nanoparticulas poliméricas. Neste
trabalho, 0 modelo desenvolvido sugere as nanoesferas como sendo sistemas

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

Na década passada, foi proposto um sistema de nanorrevestimento de
microaglomerados de diéxido de silicio coloidal. Duas abordagens principais
foram utilizadas: 1) um nucleo contendo um farmaco adsorvido e didxido de

silicio coloidal revestido com nanocépsulas poliméricas, vazias, de Eudragit
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S100® e 2) um nucleo de diéxido de silicio coloidal revestido com nanocapsulas
de Eudragit S100® com fAarmaco encapsulado. Os resultados obtidos mostraram
a efetividade do nanorrevestimento com nanocapsulas de Eudragit S100® em
modelo animal de gastroprotecdo frente ao uso de anti-inflamatérios néo-
esteroides (65, 66).

Nanocdpsulas poliméricas de Eudragit S100 contendo melatonina
encapsulada foram produzidas por Schaffazick e colaboradores (2006). No
entanto, a estabilidade fisico-quimica destas formulacfes foi muito limitada,
assim como a eficiéncia de encapsulacdo da melatonina. Visando a resolucao
deste problema, essa suspensdo de nanocapsulas foi transformada na forma
farmacéutica po, obtida por secagem por aspersdo. Desta forma, foi possivel
aumentar a eficiéncia de encapsulacdo da melatonina, obter um perfil de
liberacdo controlado da melatonina a partir das nanocapsulas quando
comparadas a uma solucdo de melatonina pura, além de um aumento na

estabilidade fisico-quimica por 12 meses (67).

Tewa-Tagne (2006) desenvolveu nanocapsulas de PCL e avaliou a
influéncia da concentracdo de nanocapsulas e do adjuvante de secagem. Foi
testado a variagdo de nanocapsulas na concentracdo de 1 ou 4% (m/v) e do
adjuvante de secagem (di6xido de silicio coloidal) na concentracéo de 1,5 ou 3%
(m/v). Quando fixado em 1% de NC, os pOs-secos por aspersao, apresentaram
distribuicdo de tamanho de particula monomodal, independente da concentracao
de dioxido de silicio coloidal. Por outro lado, quando fixado em 4% de NC, a
distribuicdo de tamanho de particula da formulacdo com 1,5% de silica, foi
bimodal. Ja a formulacdo com 4% de NC e 3% de silica apresentou perfil
monomodal. Esses resultados mostram a importancia da composicédo
guantitativa dos componentes da formulacdo no momento da secagem destas

suspensdes de NC (53).

No ano posterior (2007a), 0 mesmo autor desenvolveu um estudo fatorial
para secagem de nanocapsulas poliméricas. Neste estudo foi proposto um
fatorial 24, onde foram avaliados aspectos quali- e quantitativos das formulacdes
e parametros do processo de secagem. O autor observou que tdo importante
guanto os aspectos de pré-formulacdo, onde sdo avaliadas as variacdes quali- e

quantitativas das formulacdes, sdo também os parametros do processo de
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secagem, como a temperatura, fluxo de ar, presséo do ar e taxa de alimentacéo

da formulacao no spray-dryer (68).

Em outro estudo de Tewa-Tagne e colaboradores (2007b) foi avaliada a
influéncia quali- e quantitativa do adjuvante de secagem. Neste trabalho foram
utilizados o0s seguintes adjuvantes de secagem hidrofilicos: lactose,
maltodextrina, manitol (acUcares), polivinilpirrolidona (K30-PVP e K90-PVP),
hidropropilcelulose (HPC) e hidropropilmetilcelulose (HPMC) (polimeros). O
melhor resultado obtido foi quando fixado a proporcdo de 1% de NC e 10% de
lactose (m/v), pela analise de tamanho de particula, apos a redispersao dos pos-
secos em agua, foi a Unica formulacéo que retomou o tamanho nanométrico de

forma monomodal (69).

Apos os relatos de Beck (2004, 2005 e 2007), Domingues e colaboradores
(2008), desenvolveram, por secagem por aspersao e em uma Unica etapa, um
sistema de microparticulas revestidas com nanocapsulas poliméricas de PCL ou
Eudragit RS100, para modelo de farmaco lipofilico, a indometacina. Os
microaglomerados revestidos com nanocapsulas de Eudragit RS100 mostraram
um maior controle na liberagcdo da indometacina, quando comparados aos
microaglomerados revestidos com nanocpsulas de PCL. Além disso, foi
possivel verificar a integridade das nanocapsulas apdés a secagem, por
microscopia eletrdbnica de varredura, caracteristica importante para a

manutencao do controle nanotecnoldgico da formulacao (70).

Neste contexto, o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas na
forma farmacéutica de p0, obtidas por secagem por aspersao, tem grande
interesse na obtencéo de novos sistemas de liberagdo para a via pulmonar (2,
5).

No trabalho de Beck-Broichsitter e colaboradores (2012) foi desenvolvida
uma formulacdo de nanoparticulas que, posteriormente, foi seca por spray-
drying. Uma suspenséo coloidal formada por PLGA, cumarina e PVA, como
estabilizante, foi nebulizada utilizando o equipamento Nano Spray Dryer B-90
para obtencdo de formas secas de nanoparticulas visando a administragédo
pulmonar. Os resultados obtidos foram promissores, com um diametro
aerodinamico dentro da faixa adequada para a administracao pulmonar (~ 3 ym),

particulas com superficie irregular e uma distribuicdo com elevado FPF utilizando
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impactador em cascata, sugerindo a adequabilidade do uso desta formulacéo

para a administragdo pulmonar (71).

Cheow e coautores (2011) realizaram a secagem de uma suspensao de
nanoparticulas poliméricas de PCL, PVA ou manitol e levofloxacino como
farmaco modelo, por spray-freeze-drying. Os resultados obtidos mostraram que
quando o manitol é utilizado como adjuvante de secagem, as nhanoparticulas
estdo dispersas na matriz de manitol. Por outro lado, quando o PVA é utilizado
como adjuvante de secagem, as particulas estdo revestidas pelo PVA e
particulas com maior rendimento e melhor redispersao sédo obtidas, sendo a

formulag&o mais adequada (72).

Em um estudo proposto por EI-Sherbiny (2012) foram preparadas
nanoparticulas de PLGA, para encapsular curcumina como farmaco modelo,
com superficie modificada com um copolimero de PEG e quitosana utilizando
spray-drying visando a administracdo pulmonar. Neste estudo foi possivel obter
pds-secos de um novo sistema nano-micro com caracteristicas aerodinamicas

adequadas para a administracdo pulmonar da curcumina (73).

Em 2011, Lebhardt e colaboradores desenvolveram nanoparticulas
poliméricas, nebulizadas em spray-dryer, sem surfactantes. A estratégia utilizada
foi preparar nanoparticulas de PLGA e realizar a secagem com 3 diferentes tipos
de adjuvantes: manitol, lactose, a - ciclodextrina (CD), formando
microagregados de nanoparticulas. Os resultados mostraram pds-secos com
boas caracteristicas aerodinamicas para administracdo pulmonar. No entanto, o
uso da CD gerou a forma solida de melhor capacidade de redispersédo das
particulas em agua sem alteracdo no diametro da particula primaria e melhor

performance aerosol (74).

O trabalho desenvolvido por Tewes e co-autores (2010) avaliou o uso de
nanoparticulas poliméricas para liberacdo pulmonar de peptideos e proteinas.
Foi desenvolvida uma formulacéo, obtida na forma de pd por spray-drying,
composta por polietiienoglicol (PEG) linear ou ramificado, PVP como
estabilizante e calcitonina como peptideo modelo. Os autores demonstraram que
quando o PEG ramificado era utilizado, um diametro aerodindmico maior era
obtido, além de um FPF muito baixo. Por outro lado, quando o PEG linear era

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

para liberacdo pulmonar de proteinas e peptideos (75).

Outra abordagem para administragdo pulmonar de peptideos e proteinas
foi estudada por Schoubben e colaboradores (2009). Neste trabalho, os autores
desenvolveram pos-secos por homogeneizacdo a alta pressdo, seguido de
secagem por aspersao. Particulas de PLGA para encapsulagéo da capreomicina
foram desenvolvidas, visando o tratamento da tuberculose por inalacdo. Os
resultados obtidos mostraram particulas com tamanho em torno de 6 um,
estando ligeiramente fora da faixa recomendada para a administracdo pulmonar.
No entanto, os autores concluem que, mesmo o tamanho estando fora da faixa
adequada, andlise realizada por espectroscopia de correlagédo de fotons, existe
uma parte da populagao das particulas com didmetro < 5 ym. Este resultado foi
confirmado por microscopia eletrdnica de varredura — MEV, mostrando

adequabilidade para administragéo pulmonar de capreomicina (76).

Um trabalho desenvolvido por Wang e co-autores (2012) propds o
desenvolvimento de uma sistema nanoparticulado hibrido, formado por lipidios
e polimeros, secos por spray-drying, visando a via pulmonar. Essas
nanoparticulas poliméricas eram formadas por PLGA (polimero), lecitina (lipidio)
e levofloxacino como farmaco modelo. A secagem desta formulagéo
nanoestruturada gerou microaglomerados de nanoparticulas usando diferentes
tipos de adjuvantes de secagem (manitol, PVA e leucina). Os resultados
mostraram que para 0 ensaio de redispersdao dos pos em agua, o melhor
desempenho foi quando o PVA foi utilizado, quando comparado ao manitol. Por
outro lado, quando a leucina foi utilizada como suporte de secagem, foi a melhor
formulacdo em termos de aerolizacdo e reducdo na agregacao das
nanoparticulas nos microaglomerados. As conclusfes do trabalho foram que o
uso do PVA, como adjuvante de secagem, apresentou um melhor desempenho,
em termos de reconstituicdo, mas que, no entanto, foi essencial o uso da leucina,
juntamente com o PVA, para obtencdo de uma formulacéo final para inalagéo
com boas propriedades de aerolizacdo, tamanho, rendimento, fluidez e

reconstituicdo dos nanoagregados (77).

Com relacdo a budesonida, existem poucos trabalhos descritos na

literatura quanto a sua nanoencapsulacao. O trabalho desenvolvido por Carr e
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colaboradores (2011) mostrou que foi possivel obter nanoesferas secas
contendo budesonida, utilizando agua subcritica (pura ou misturada com
alcoois), obtidas por spray-drying utilizando lactose ou PEG 400 como
adjuvantes de secagem. A partir dos dados obtidos em impactador em cascata
foi possivel determinar o diametro aerodinamico dessas particulas, que ficou na

faixa entre 3 e 6 um (78).

Jin Oh (2011) desenvolveu nanoparticulas poliméricas porosas de PLGA,
para a encapsulacdo da budesonida. Essas particulas foram secas por spray-
drying visando a inalac@o desses pds-secos na forma de DPI, para o tratamento
da asma. Os resultados obtidos mostraram a estruturacéo destas particulas na
forma de microaglomerados de nanoparticulas, assim como anteriormente
descrito. Além disso, foi possivel evidenciar que as caracteristicas
aerodinamicas dos microaglomerados foram adequadas para a administracao
pulmonar e os testes in vivo, em modelos animais de asma, mostraram uma
reducdo nas células inflamatorias, no fluido de lavagem bronco alveolar (BALF),
além de reducdo da hiper-reatividade bronquial, quando a budesonida foi

utilizada na forma nanoencapsulada (79).

Outro trabalho visou a preparacdo de uma nanossuspensao de
budesonida pelo método de precipitacdo, com posterior liofilizacdo para a
obtencdo de particulas soélidas. Estas particulas apresentaram um diametro
geométrico de aproximadamente 4 pm e um diametro aerodinamico de

aproximadamente 2 um (10).

3.6  Cultura Celular: citotoxicidade e captacao celular

O uso da cultura celular é de grande importancia no desenvolvimento de
novos farmacos, medicamentos e formulacdes farmacéuticas. Os protocolos de
cultivo celular para avaliar diversos aspectos referentes a novos medicamentos,
farmacos ou formula¢des farmacéuticas tém grande aceitagdo na industria
farmacéutica devido as diversas vantagens oferecidas como a rapidez nos
resultados (14, 15). O uso dos diversos testes realizados em linhagens celulares
apresenta importantes vantagens, como: 1) sao necessarias pequenas
quantidades do material testado; 2) facil manuseio, reprodutibilidade e

economicamente favoravel, 3) as condicdes ambientais (pH, temperatura)
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podem ser controladas, entre outras. Por outro lado, o uso da cultura celular
apresenta algumas limitagcées importantes, como: 1) as linhagens utilizadas sé&o,
geralmente, um unico tipo de células; 2) nem todas as linhagens formam “tight
junctions”; 3) os ciclos celulares podem nao ser representativos (14). O
desenvolvimento da cultura celular de monocamadas de células epiteliais para
poder mimetizar as vias aéreas superiores e regido alveolar tém sido foco nas
pesquisas, nos ultimos 15 anos. As principais técnicas desenvolvidas em cultura
celular permitem avaliar aspectos muito importantes no desenvolvimento de
novas formulacdes farmacéuticas, quando em contato com o epitélio, como: 1)
ligacdo de novos farmacos ao tecido; 2) internalizacédo celular; 3) mecanismos
de transporte celular (incluindo: taxa de internalizacdo e mecanismo); 4)

metabolismos nos pulmdes (14-17).

O epitélio das vias aéreas superiores é constituido por, pelo menos, 6
tipos de células epiteliais: ciliadas, clara, Goblet (muco), serosas, basal,
granulada de nucleo denso. A interface célula — ar, nas vias aéreas superiores é
majoritariamente formada por células ciliadas colunares intercaladas por células
de Goblet. Essa regido € a responsavel pelo contato de todas as substancias
que poderdo ser internalizadas pelo epitélio pulmonar. J4 as vias aéreas
inferiores, sdo formadas por células ciliadas cuboides intercaladas por células
clara (14, 15).

Muitas linhagens celulares podem reproduzir (in vitro), com grande
fidelidade, propriedades do epitélio do trato respiratorio. Entre as principais
linhagens celulares pulmonares, destacam-se a 16HBE1402 e a Calu-3 como
sendo modelos para ensaios de absorcdo e a BEAS-2B como modelo de
metabolismo de farmacos (14). A Calu-3 é uma das mais importantes e utilizadas
linhagens celulares para avaliacdo de novos farmacos e formulagdes para o trato
respiratorio. Essa linhagem € representativa na regido das vias aéreas
superiores, é produtora de muco e desenvolve funcdo barreira (tight junctions)
(80, 81).

Como alternativa ao uso da Calu-3, o uso de uma nova linhagem celular
bronquial epitelial tem sido alvo da pesquisa em cultura celular. A linhagem H441
foi originalmente isolada do fluido pericardial de um paciente com

adenocarcinoma pulmonar e apresenta caracteristicas de células do tipo clara,
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semelhante as encontradas no epitélio bronquiolar. Possui caracteristicas
importantes no desenvolvimento de novos protocolos para avaliagdo da
absorcdo, transporte, metabolismo e de toxicidade. Uma caracteristica
importante desta linhagem celular é que quando cultivada em suporte semi-
permeavel é capaz de formar monocamada (tight junctions) servindo como um
adequado modelo de transporte celular através do epitélio. Salomon e
colaboradores (2014) mostraram a capacidade da linhagem H441 de servir como

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

Outra linhagem importante para a avaliacdo do metabolismo celular frente
novos farmacos e formulacGes farmacéuticas é linhagem de mondcitos THP-1.
Essa linhagem foi isolada h&d mais de 30 anos e € de grande relevancia, pois,
guando tratada adequadamente, se diferencia em macrofagos funcionais (82,
83). O processo de diferenciacdo em macroéfagos a partir da linhagem THP-1 é
bem descrito na literatura. O tratamento da linhagem THP-1, que se encontra em
suspensdo no meio de cultura, com o composto “phorbol-12-myristate-13-
acetate — PMA” por 48 horas, proporciona a diferenciacdo em macréfagos
aderentes. A confirmacdo desta diferenciacdo ocorre por visualizagdo em
microscépio, onde é possivel verificar a diferenca morfolégica, (THP-1 — esférica
e macrofagos — forma estrelada), também por expressdo de proteinas
especificas (82-84). Essa linhagem celular quando diferenciada em macréfagos
€ muito utilizada para experimentos de toxicidade e captacdo celular. Um dos
ensaios realizados € a quantificacado do fator de necrose tumoral alfa (TNF — a)

apos um processo inflamatorio (83).

Diante do que foi exposto, é de extrema importancia e relevancia o uso da
nanotecnologia associada a terapéutica da asma, usando a budesonida como
farmaco de escolha, juntamente com a tecnologia do desenvolvimento de pés-
secos para inalagcéo (Dry powders inhalers - DPI) visando um melhoramento no

tratamento da asma frente as terapias convencionais utilizadas hoje em dia.
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41.1

4.1.2

Materiais
Matérias-primas

¢ Poli(e-caprolactona) Mw: 85000 (Sigma);

e Monoestearato de sorbitano (Span® 60) (Sigma);
e Polissorbato 80 (Tween® 80) (Oxiteno);

e Triglicerideos de cadeia média (TCM) — Brasquin;
e Budesonida (Pharmanostra);

eLeucina (DEG);

eLactose (Delaware);

¢ Maltodextrina (Delaware);

e Busonid® (Biossintética/Ache).

eH441 (ATCC, EUA)

e THP-1 (ATCC, EUA)

e Alarmar Blue®

e ELISA kit — TNF — a (Millipore)

¢ RPMI 1640 — meio de cultura

e Soro fetal bovino (FBS) - Sigma

e L-glutamina (Sigma)

e Piruvato de sddio (Sigma)

¢ Penicilina e streptomicina (Sigma)

e Lipopolissacarideos (LPS) - Sigma

Aparelhos e equipamentos

eBalanca analitica (Shimadzu);

¢ Centrifuga eppendorf (5417R);

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia — CLAE (Shimadzu);
e Evaporador rotatorio (Btichi);

e Zetasizer — NanoZS ZEN3600 (Malvern);

e Mastersizer 2000 (Malvern);

e Microscopio eletronico de varredura — MEV (Jeol);

e Mini Spray Dryer B-290 (Buichi);

e Ultrasson (Ultra Cleaner 1400A — Unique);
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e Impactador em cascata de Andersen tipo multi estagio ACI-MDI 1000
(Erweka);

¢ Pletismoégrafo de corpo inteiro invasivo (Sistema Buxco);

e Microscopio 6tico BX50 (Olympus);

e Espectrofotdmetro Spectramax M5 (Molecular Devices);

413 Solventes e outros materiais

¢ Acetonitrila grau HPLC (Tedia);

e Acetona (Nuclear);

e Agua Milli-Q;

e Membrana filtrante 0,45 pm de poro (Millipore);

¢ Coluna cromatografica Luna C18 (150 x 4,6 mm x 5 ym) (Phenomenex);
e Stubs de aluminio;

e Placa para cultivo celular de 96, 24, 6 pocos;
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A partir desta pagina (63) até a pagina 143, os dados foram suprimidos,
pois ainda nédo foram publicados.
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A partir desta pagina (159) até a pagina 188, o conteudo foi
suprimido, pois se trata de conteudo sigiloso.
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