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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a produgdo escalonavel de particulas lipidicas solidas
(pés respirdveis) e lipossomas, Uteis como veiculos para liberag¢io controlada de farmacos.
As particulas foram produzidas pelo processo de secagem por atomizagiio, “spray-drying”,
e os lipossomas preparados por dispersio em agua das particulas (pré-lipossomas)
previamente produzidas com agitacdo de alto cisalhamento. O fosfolipidio natural
hidrogenado da soja Epikuron 200SH foi utilizado como componente estrutural e o agicar
manitol como excipiente, ou material nicleo. Os tuberculostiticos Isoniazida e
Pirazinamida foram incorporados em ambos os veiculos, visando a produciio de
medicamentos de liberagdio controlada. A incorporagio de excipientes e as condicdes
operacionais influenciaram o rendimento méssico do processo e as propriedades das
particulas solidas, permitindo a modulagio para uso em aplicacBes especificas. As
particulas solidas apresentaram didmetros menores que 5um e a incorporagio dos farmacos
variou de 20 a 100%, dependendo das condi¢Bes operacionais da secagem e da formulagio.
Os farmacos incorporados nas particulas lipidicas sélidas foram liberados continuamente
durante 24 horas, comportando-se como membranas secas. As propriedades dos lipossomas
preparados foram influenciadas pelo tipo de impelidor e pela microestrutura da particula
sOlida usada. Didmetros médios da ordem de 2000nm e com distribuicio homogénea de
tamanhos foram obtidos com impelidor de alto cisalhamento produzido pela empresa
Kroma Equipamentos Especiais Ltda.. A encapsula¢io da Isoniazida nos lipossomas variou
de 4 a 15%, com liberago gradual de 24h e 1h, quando preparados a partir de particulas
secas com microestrutura mais cristalina ¢ mais amorfa, respectivamente. As particulas
lipidicas produzidas pelo processo de secagem por atomizagdo possuem propriedades de
liberagio controlada de firmacos e sfo tteis como pods para administracio pulmonar ou
como pro-lipossomas. Resultados obtidos em escala piloto demonstram a viabilidade do
escalonamento do processo através da produgic de particulas com caracteristicas

semelhantes as obtidas em escala de laboratério.

Palavras-chave: particulas lipidicas solidas, secagem por atomizacio, lipossomas, fiberacio

controlada.




ABSTRACT

This work presents scale up studies for the production of solid lipid particles
(respirable powders) and liposomes, which are useful as vehicles for controlled delivery of
drugs. The lipid particles were produced by spray drying, and the liposomes were prepared
by hydration of the particles under high shear mixing. It was used a hydrogenated
phospholipid, Epikuron 200 SH, as a structural component of the particles, and mannitol
was used as excipient or core material. The tuberculosis drugs Isoniazid and Pirazinamide
were incorporated in both vehicles (powder and liquid formulation). The incorporation of
excipients and the operational conditions influenced the process mass yield and the solid
particles properties, enabling the modulation of the particles for specific applications. The
lipid particles had a diameter of less than Sum, and the efficiency of drug incorporation
varied from 20 to 100%, depending on the drying operational conditions and the
formulation. The incorporated drugs were gradually released during 24 hours, behaving like
dried membranes. The liposomes properties were influenced by the impeller type and by
the solid particle microstracture. Mean diameters around 2000nm and with homogeneous
size distribution were obtained using a high shear impeller produced by Kroma
Equipamentos Especiais Ltda.. The Isoniazid encapsulation into liposomes varied from 4 to
15%, with a gradual release of 24 and 1 hour, when prepared by more crystalline or
amorphous microstructures, respectively. The lipid particles produced by spray drying
presented a controlled release of drugs, being useful as powders for pulmonary
administration or pro-liposomes. Results obtained in pilot scale showed the feasibility for
the scaling up of the process, through the production of particles with similar properties to
the ones produced by laboratory scale.

Key words: solid lipid particles, spray drying, lipossomas, controlled release of drugs.
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ABREVIATURAS

AIDS: sindrome da imunodeficiéncia adquirida

br: solugdo branco

DMPE: dimiristoilfosfatidiletanolamina

DOTS: tratamento diretamente observado de curta duragéo
DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina

DRYV: vesiculas desidratadas-rehidratadas

DSC: calorimetria diferencial de varredura

DSPC: distearoilfosfatidilcolina

Epk: epikuron 200SH

FDA: Food and Drug Administration

GL: graus de liberdade

GRAS: “Generally Recognized as Safe”

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

Iz: isoniazida

K: lipossomas preparados sob agitagdo mecédnica no impelidor de alto cisalhamento da
empresa Kroma

LMLYV: vesiculas multilamelares liofilizadas

LPSP: particulas lipidio-proteina-agicar

LUV: vesiculas unilamelares grandes

microDSC: micro calorimetria diferencial de varredura
MLYV: vesiculas multilamelares

MQ: média quadratica

OMS: Organizagdo Mundial de Saude

PLGA: acido poli lactico-co-glicélico

Pz: pirazinamida

QELS: método quasi-elastic light scattering

R: lipossomas preparados sob agitagdo rotatoria

rhDNase: deoxiribonuclease humana recombinante

RRB: distribui¢do de tamanhos de particulas do tipo Rosin-Rammler-Bennet
SCFP: precipitagdo por fluido supercritico

SDLM: microparticulas lipidicas produzidas através de secagem por atomizac¢io



SQ: soma quadratica

SUV: vesiculas unilamelares pequenas



NOMENCLATURA

Amo: atividade da agua

B.: uma das dimensbes do ciclone (B~0,25*D.) [cm]
Crpi: concentrag@o do fosfolipidio epikuron [mM]

Cman: concentrag@o de manitol [mM]

Datom: didmetro do bico do atomizador [mm]

D’: pardmetro do modelo de distribuigéo de tamanhos RRB
D.o: didmetro aerodindmico [um]

D.: diametro da parte cilindrica do ciclone [cm]

Deorte: didmetro de corte do ciclone [um]

Dyprinc: didmetro principal dos lipossomas [nm]

E.c: eficiéncia do ciclone [%]

Ex: eficiéncia de encapsulagdo [%]

E;: eficiéncia de incorporagio [%]

Fo: concentragdo de farmaco inicial [mM]

Fr: concentragdo de farmaco final [mM]

I: geratriz do planejamento fatorial fracionario

1zo: concentragdo inicial de isoniazida [mM]

Izg: concentracdo final de isoniazida [mM]

1;: contrastes da variavel operacional i

Lo: concentragdo de lipidios inicial [mM]

Lz concentragdo de lipidios final [mM]

M: concentragdo de manitol na solucio de alimentacdo [%]
MM: massa molar [g/mol]

n: pardmetro do modelo de distribui¢do de tamanhos RRB
n.: namero de moles da dispersio lipidica

nr: numero de moles de tensoativo

p: pressdo parcial de vapor de dgua no substrato

p°: pressdo parcial de vapor a mesma temperatura e pressio
P.: pressdo critica [bar]

Q: vazdo de ar [m3/s]

p”: pardmetro estatistico da distribui¢do de probabilidade t com dois graus de liberdade
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R: rendimento massico do processo de secagem por atomizag3o [%]
RZ: coeficiente de determinagéo

“t(2)”: parametro estatistico da distribuigdo de probabilidade t com dois graus de liberdade
T: temperatura interna da cdmara de secagem [°C}]

T.: temperatura critica [°C]

T, temperatura de transigdo vitrea [°C]

Twm: temperatura de transi¢do de fases [°C]

T,: temperatura da solucdo de alimentaggo [°C]

u: velocidade do ar [m/s]

URE%: umidade relativa de equilibrio [%6]

v: velocidade de agitagdo [rpm]

V: vazdo da solugdo de alimentagdo [mL/min]

. viscosidade absoluta do ar [Pa.s]

ps: densidade da particula [g/cm’]

p: densidade do ar [g/cm’]



1. INTRODUCAO

Lipossomas, ou vesiculas lipidicas, sdo estruturas esféricas, formadas por bicamadas
de lipidios que delimitam um compartimento interno aquoso central. Essa estrutura permite
a encapsulagdo de substincias de natureza hidrofilica, hidrofébica ou anfifilica, e a
posterior liberacdo controlada do conteudo encapsulado através da bicamada lipidica. Além
disso, outras caracteristicas importantes para a industria farmacéutica sdo a sua
biocompatibilidade, nio imunogenicidade, maior interagdo com as células e possibilidade
de administrag¢do por varias rotas.

Lipidios tém sido aplicados com sucesso para a encapsulagio de bioativos de
naturezas diversas, tais como aromas, enzimas, produtos cosméticos e farmacos, dentre
outros. As primeiras aplicagbes datadas da década de 1960 utilizaram fosfolipidios para a
preparagdo de lipossomas capazes de encapsular ativos cosméticos e farmacos. A sua
eficiéncia como veiculo carreador e promotor da liberagdo controlada dos compostos
encapsulados deve-se a mimetizagdo das membranas celulares e capacidade de interagdo
com compostos hidrofilicos e hidrofébicos. A grande diversidade de lipidios naturais e
sintéticos, na grande maioria biocompativeis, faz com que os lipossomas possam ser
projetados e construidos como particulas inteligentes capazes de serem direcionadas para
sitios especificos no organismo humano e atenderem aos requerimentos das varias rotas de
administragio e de atuagdo dos fiarmacos. Apesar dos beneficios comprovados, ainda é
pequena a quantidade de medicamentos comercializados em formulagio lipossomal. Dentre
as principais razbes para isto estio as limitagSes de estabilidade em solugdo e

escalonamento dos processos de producgéo [Lasic, 1993].

Na tentativa de contornar as limitagSes de estabilidade durante a estocagem,
compositos constituidos de ativos e fosfolipidios foram produzidos na forma de
microparticulas para posterior utilizagdo na preparagdo de lipossomas. A secagem por
atomizagdo, ou “spray-drying”, foi a técnica mais usada para a produgdo dessas
microparticulas, € estudos envolvendo a incorporag@o de varios ativos tém sido descritos na
literatura desde a década de 1980. Alguns exemplos incluem o processamento de ativos
hidrofobicos para aplicagGes cosméticas [Redziniak e Meybeck, 1985], Anfotericina B para
o tratamento de infec¢Ges fingicas sistémicas [Kohane et al., 2002; Kim e Knn, 2001].
Kikuchi e colaboradores [1991], estudaram a produgdo de estruturas lipidicas amorfas mais
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faceis de serem hidratadas que os filmes de Bangham na preparacio de lipossomas. A
mesma técnica foi também estudada na secagem de lipossomas pré-formados encapsulando
farmacos tal como descrito nos trabalhos de Kikuchi e colaboradores [1987]; Goldbach e
colaboradores [19931];, Goldbach e colaboradores [1993ii].

A produgio de compositos lipidicos para a administragio de farmacos na forma de
pos é descrita em estudos recentes apresentados em geral na forma de patentes [Bot et al.,
2002; Weers et al, 2002; Kohane et al.; 2002]. Nestes estudos, as particulas foram
produzidas através de secagem por atomiza¢io ou evapora¢do do solvente em emulsdes
multiplas e coacervados simples e complexos. Estas particulas secas também foram usadas

para a preparagdo de formulagdes liquidas, pastosas ou géis.

Os varios trabalhos da literatura demonstram a grande importéancia dos lipidios, ao
lado de outros polimeros, para a veiculagdo de bioativos e desenvolvimento de produtos de
acdo mais eficaz que na sua forma livre, capazes de serem apresentados em diversas

formula¢des e administrados por varias rotas.

Atualmente, a secagem por atomiza¢do tem sido considerada como um processo
simples e eficiente para a producdio de particulas incorporando bioativos para aplicagdes
farmacéuticas e cosméticas. As principais vantagens da técnica sdo o baixo custo,
processamento em uma Unica etapa e facilidade de escalonamento [Baras et al., 2000;
Palmieri et al., 1994; Oneda e Ré, 2003]. Apesar da vasta literatura envolvendo a secagem
por atomizagdo na produgdo de particulas de polimeros, os estudos com lipidios ainda sdo
escassos. Tanto quanto é do nosso conhecimento, ndo ha estudos na literatura voltados para

aspectos de engenharia da secagem de lipidios por esta técnica.

Este trabalho apresenta um estudo sistematico da produgdo de pés respiraveis e
lipossomas para liberagdo controlada de farmacos, aplicado aos tuberculostaticos de
primeiro tratamento. O estudo € apresentado em trés partes, enfocando na primeira a
produgdo de particulas lipidicas através da secagem por atomizagdo, com avaliagdo da
influéncia das varidveis operacionais sobre o rendimento massico do processo e
propriedades das particulas. Em uma segunda parte € apresentada a produggo de lipossomas
com propriedades controladas, a partir da dispersio em meio aquoso, com agitagdo
mecanica de alto cisalhamento das particulas previamente preparadas. Ambos os casos

visam o aumento de escala da produgio de formulacdes farmacéuticas de liberagdo
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controlada. Na terceira parte € apresentado o estudo da incorporagdo e liberagio dos
tuberculostaticos Isoniazida e Pirazinamida das particulas solidas e dos lipossomas, visando

beneficiar a terapia desta doenga.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar a producdo escalonavel de particulas lipidicas
solidas e lipossomas, uteis para liberagdo controlada de farmacos, pelos processos de
secagem por atomizacdo e dispersio de particulas secas em meio aquoso por agitagdo

mecanica.
O estudo foi abordado com énfase nos seguintes aspectos:

° Influéncia das condighes operacionais da secagem por atomizagdo no
rendimento massico do processo e nas propriedades das particulas produzidas,

visando a modulagdo das suas propriedades para aplica¢des especificas.
. Avaliaggo da [iberagdo dos farmacos incorporados nas particulas s6lidas.

. Influéncia do tipo de agitador e das condiches operacionais da agitacdo
mecénica na dispersdo das particulas secas em meio aquoso e producdo de

lipossomas com propriedades controladas.

. Caracterizacdo dos lipossomas produzidos e compara¢do com os obtidos através

da preparacio pelo método laboratorial convencional de Bangham.

. Incorporagio dos farmacos de primeiro tratamento da tuberculose Pirazinamida
e Isoniazida em ambas as formulag¢Ges, visando a produgdo de medicamentos de

liberagdo controlada com maior indice terapéutico que a forma livre

convencional.
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3. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE PARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS
PARA LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

3.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1. Producgdo e aplicagoes

Estudos envolvendo a produgdo de particulas solidas de lipidios para administragio
de farmacos em formulagdes na forma de pés sfo recentes e descritos em geral em patentes.
Bot e colaboradores [2002] produziram microparticulas lipidicas através da técnica de
secagem por atomizacdo (SDLM — “spray-dried lipid microparticles™) compostas de lipidio,
agente terapéutico e ligante especifico para um receptor da superficie celular, que
possibilita a penetragdo do agente terapéutico nas células de interesse. Weers e
colaboradores [2002] produziram pés de lipidios Gteis para liberagdo de farmacos, para
serem preferivelmente administrados por inalagdo. Os pds possuiam em sua formulagdo um
cation polivalente, em concentra¢do suficiente para aumentar a temperatura de transi¢do da
fase gel para a fase liquido cristalina, resultando no aumento da dispersibilidade e na
estabilidade de estocagem. Os métodos empregados para a produg@o dessas particulas secas
foram a secagem por atomizag¢do, liofilizacdo e evaporagdo do solvente de emulsdo
multipla. Kohane e colaboradores [2002] desenvolveram um novo veiculo para a liberagdo
de farmacos denominado particulas de lipidio-proteina-agucar (LPSP — “lipid protein sugar
particle”). O lipidio recomendado como preferivel foi o dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC —
“dipalmitoylphosphatidylcholine”), a proteina foi a albumina e o agiicar lactose. Essas
particulas foram indicadas para a encapsulagio de qualquer agente terapéutico, para
diagnéstico ou profilatico. Adicionalmente, a inven¢do fornece um veiculo para a
encapsulagdo de um agente anestésico, por exemplo a bipuvacaina, o qual € liberado
proximo ao nervo onde se deseja fazer a anestesia local. Além da forma de po, essas
particulas foram indicadas para uso em outras formulagdes tais como pastas, cremes,
logdes, Oleos, solugdes e liquidos para nebulizagdo. As microparticulas podem ser
produzidas através de varias técnicas, tais como secagem por atomizagdo, extragdo de

solvente, e separagéo de fase.



3.1.2. Formulacées em po para administracdo pulmonar

A questdo chave relacionada a administragdo de farmacos para o pulmio € a
dificuldade criada pela natureza para as particulas solidas alcancarem e se depositarem
nessa regido. Em geral as particulas tendem a se depositar na garganta durante a inalag@o,
ou em areas onde sdo obtidos efeitos terapéuticos brandos, devido a alta umidade,
ramificagdo progressiva € concomitante estreitamento das vias respiratérias, que
proporcionam um caminho tortuoso para a particula inalada. O didmetro aerodindmico ¢é
usado para descrever o p6 aerolisado, considerando a morfologia, densidade e o tamanho da
particula na sua determinacdo. Acredita-se que o tamanho maximo de particula adequado
(didmetro aerodindmico) para deposi¢do na via respiratoria central seja aproximadamente
5um, mas somente particulas de 2-3pum alcangam o pulmdo (alvéolos). Particulas maiores
que lum sdo fagocitadas pelos macrofagos, enquanto particulas menores que 0,5um sio
exaladas [Malcolmson e Embleton, 1998; O’Hara e Hickey, 2000].

Um dos problemas associados a produgdo de particulas na forma de pé para
administragdo pulmonar é a dificuldade de obtengdo de solidos adequados, tais como as
formas amorfas. Um so6lido amorfo pode ser definido como um material que possui ordem
molecular somente em pequeno alcance, nio possuindo a conformagio molecular bem
definida de longo alcance dos cristais. O uso dos farmacos na sua forma amorfa é apreciado
na area farmacéutica devido a4 melhora do seu desempenho, em razio da sua maior
solubilidade, maior taxa de dissolu¢do, instabilidade, ¢ na maioria das vezes, melhor
compressibilidade, se comparado com os cristais correspondentes [Yu, 2001]. Por exemplo,
sabe-se que para muitos farmacos a dissolugdo no trato gastrintestinal € o fator limitante
para a sua absor¢do, assim, o aumento da taxa de solubilizagdo do farmaco conduz ao
aumento da sua biodisponibilidade. Um exemplo classico de produto farmacéutico amorfo
que possui melhor propriedade de dissolugdo se comparado ao equivalente cristalino € a
Novobiocina [Craig et al., 1999].

Entretanto, o principal problema associado aos sistemas farmacéuticos amorfos € a
sua estabilidade fisico-quimica e a biodisponibilidade do material ativo. Além disso, os
materiais amorfos sdo termodinamicamente instiveis, e tendem a se recristalizar durante a
estocagem. A 4gua pode acelerar a cristalizagdo, tanto agindo como plastificante
aumentando a mobilidade estrutural, quanto como unidade formadora de cristais hidratados.

O tltimo caso torna-se relevante quando sdo usados excipientes protetores que podem
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cristalizar como hidratos, tais como lactose, trealose, glicose € manitol [Yu, 2001; Craig et
al., 1999]. Uma propriedade importante relacionada com a estabilidade dos sélidos amorfos
e a sua cristalizagdo ¢ a transi¢do vitrea, a qual influencia diretamente a vida util do

produto.

3.1.3. Transi¢do vitrea

Muitos solidos, quando aquecidos acima do seu ponto de fusdo e rapidamente
resfriados ndo se cristalizam, mas, na forma de um liquido super-resfriado, normalmente
formam um solido fragil e transparente, chamado de vidro ou solido vitreo. O interesse no
uso desses materiais na area farmacéutica vem do seu estado de alta energia, o qual resulta
em altas taxas de dissolucdo, visto que possuem a estrutura de um liquido e o nivel de
energia de uma solugdo. Termodinamicamente, o fenémeno conhecido como transigio
vitrea ocorre quando materiais no estado super-resfriado sofrem mudanca na capacidade
calorifica, observada em graficos de fluxo de calor versus temperatura. Apesar disso, a
transi¢do vitrea € uma grandeza cinética, pois depende do processo no qual segmentos
“congelados™ do material adquirem movimentag@o. A temperaturas abaixo da temperatura
de transicio vitrea (Tg) os movimentos translacionais das moléculas cessam, impedindo a
reorganizagdo molecular e conseqiientemente a cristalizagdo dos materiais. Assim, é
aconselhavel a estocagem dos materiais amorfos a temperaturas abaixo da temperatura de

transic¢do vitrea [Kerc e Srcic, 1995; Coleman e Craig, 1996; Craig et al., 1999].

A técnica mais usada para caracterizar a temperatura de transi¢do vitrea, através da
mudan¢a na capacidade calorifica, é a calorimetria diferencial de varredura (DSC -
“differential scanning calorimetry”). A magnitude da transi¢do diminui com o aumento da
cristalinidade dos materiais, dificultando a sua detec¢do em materiais com grandes por¢des
cristalinas. Algumas substdncias, a agua em particular, agem como plastificantes,
aumentando a mobilidade das moléculas e diminuindo a temperatura de transi¢do vitrea,
fazendo com que os materiais se cristalizem a temperatura de estocagem. Assim, é também
recomendado que o produto seja mantido em ambiente seco, sob umidade controlada [Craig
et al., 1999].
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3.1.4. O uso de manitol como excipiente em formulagdes

O manitol é um alcool hexahidrico, ou hexitol, e caracteriza-se por ser um po6 seco,
inodoro, de sabor adocicado e estavel no estado seco ou em solugdes aquosas. A Figura 1
apresenta a sua formula estrutural, empirica e a massa molar (MMmas) [Siniti et al., 1999;
Kibbe, 2000]. Adicionalmente, sabe-se da literatura da existéncia de varios polimorfos do
manitol, cada qual com propriedades fisico-quimicas distintas. A classificagdo mais antiga
considera as formas o, B ou vy, enquanto classifica¢des mais atuais utilizam a nomenclatura

mod. I, II ou III [Burger et al., 2000].

Formula estrutural:
[
—C —C — CHyOH
i
H

HO HO

OHHpC —

o-N-—I
Q-0-I

I

HO M

MAMNITOL

Férmula empirica: C H,,0;
Massa molar: 182,17g/mol

Figura 1: Férmula estrutural, empirica e massa molar do manitol.

O manitol ¢ largamente utilizado como excipiente em formulagdes farmacéuticas,
por exemplo, em comprimidos de antidcidos ou vitaminas. Terapeuticamente, ele ¢
administrado pela via parenteral (vias invasivas) como diurético osmoético, adjunto no
tratamento de falhas renais agudas, agente para reduzir a pressio intracranial, para o
tratamento de edemas cerebrais e redugdo da pressio intraocular. Administrado oralmente,
o manitol ndo ¢é significativamente absorvido pelo trato gastrintestinal, mas em grandes
doses, superiores a 20 gramas, ele pode causar diarréia. Entretanto, a quantidade de manitol
usada como excipiente € consideravelmente menor que a usada terapeuticamente, e

conseqiientemente ha uma baixa incidéncia de efeitos colaterais associada ao seu uso.

O manitol é listado na GRAS (“Generally Recognized as Safe™), aceite para uso
como aditivo em alimentos na Europa, incluido na FDA (“U.S. Food & Drug

Administration”) no guia de ingredientes inativos para inje¢Ges intraperitonial,
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intramuscular, intravenosa e subcutinea, assim como para infusdes e comprimidos e

capsulas bucais, orais € sublinguais [Kibbe, 2000].

3.1.5. Métodos para producdo de particulas respirdveis
3.1.5.1. Moagem em jato de ar

A moagem em jato de ar é o método tradicional mecénico para produgdo de
particulas solidas respiraveis, o qual envolve a moagem de alta intensidade. Esta técnica
fornece somente um controle limitado sobre caracteristicas importantes dos solidos, tais
como tamanho, forma e morfologia. A moagem intensa pode também causar uma mudanca
indesejavel nas propriedades fisico-quimicas do material. Mas o principal problema
relacionado a esta técnica € a produggo de particulas com alta carga eletrostatica, o que as
torna muito coesivas € faz com que o material tenha pouca fluidez, prejudicando o seu uso

em aparelhos de inalagdo [Malcolmson e Embleton, 1998].

3.1.5.2. Precipitacio por fluido supercritico (SCFP)

A precipitagdo por fluido supercritico (SCFP — “supercritical fluid precipitation™) ¢
uma nova técnica para a producgdo de particulas respiraveis. Os solidos preparados sdo mais
uniformes em termos de cristalinidade, morfologia, distribui¢do de tamanhos e forma, se
comparados com os preparados através da moagem. Além disso, as particulas sdo menos
carregadas eletrostaticamente se comparadas com as produzidas através de métodos
mecanicos, 0 que as torna mais fluidas e mais dispersaveis, caracteristicas importantes na
inalacdo.

Embora outros fluidos supercriticos sejam disponiveis, o diéxido de carbono é o
mais utilizado, devido ao seu baixo custo, ndo toxicidade e pardmetros criticos acessiveis
(T=31,1°C e P=738bar). Para a producio do produto desejado, muito cuidado deve ser

dispensado com respeito 4 natureza da droga, escolha do fluido super critico e solvente,

projeto de planta e pardmetros de operagéo.

Um exemplo de utilizagio da precipitagio por fluido supercritico para a produgio de
particulas de Salmeterol Xinafoato mostrou que elas fornecem maiores fragSes respiraveis,

se comparadas com particulas produzidas através de cristalizacdo e micronizagdo
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tradicionais. Mas, apesar das suas vantagens e potencial, a precipitagdo por fluido
supercritico ¢ ainda uma tecnologia emergente, e ainda ndo ¢ muito utilizada na produgdo

de particulas para inalagdo [Malcolmson e Embleton, 1998].

3.1.5.3. Secagem por atomizacio
3.1.5.3.1 Consideragoes e aplicacdes

A secagem por atomizagdo apresenta como vantagens a simplicidade,
reprodutibilidade, baixo custo e condi¢Bes brandas de operagfo, além de ser um processo
esterilizavel e escalonavel. Embora seja uma tecnologia bem estabelecida nas industrias
alimenticia e farmacéutica, o maior desafio € a recuperagdo do material atomizado em um
nivel economicamente viavel. Apesar disso, esta técnica tem se mostrado muito atraente
devido a sua aplicagdo na micronizagdo de particulas farmacéuticas, tais como peptideos e
proteinas, para a distribuicdo na via de circulag@o sistémica através da rota pulmonar. As
estruturas terciarias e quaternarias complexas desses agentes terapéuticos fazem com que
eles sejam muito I4beis para a micronizagio mecdnica, e os solventes usados na

precipitagdo por fluido supercritico podem causar a sua desnaturagéo.

Peptideos ¢ proteinas tém sido atomizados a partir de solugbes puras ou, mais
usualmente, na presenca de excipientes. O proposito desses materiais, normalmente
agucares, € estabilizar a biomolécula durante o processo de secagem e principalmente
durante a estocagem. Entretanto, o uso de excipientes pode gerar um paradoxo entre a

estabilidade bioquimica proporcionada ao material ativo as custas da estabilidade fisica.

Este fato € bem ilustrado no trabalho feito na Genentech Inc. sobre
deoxiribonuclease humana recombinante (rhDNase). Este material foi atomizado a partir de
uma solugdo pura e a partir de solugGes contendo diferentes concentragdo de lactose co-
dissolvida. Foi observado que a estabilidade bioquimica da rhDNase, caracterizada pela
porcentagem de mondmero e pela atividade relativa, aumentou com o conteido de aglcar,
possivelmente como resultado da substitui¢io das moléculas de agua ou pelo impedimento
fisico proporcionado pela lactose amorfa. Entretanto, a lactose amorfa € fisicamente
instavel durante a estocagem na presenca de umidade, a qual provoca a sua recristalizagdo
espontdnea. Como resultado, os pés de thDNase contendo mais lactose recristalizaram

durante a estocagem & temperatura de 25°C e umidade minima de 38%, o que conduziu a
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um decréscimo acentuado na fragio respiravel in vitro devido a aglomerag8o dos cristais. A
estabilidade fisica dos pods aumentou com o decréscimo do conteido de lactose,
provavelmente devido a presenca da proteina, que impediu o processo de cristalizagdo.
Além disso, o pé puro de rhDNase permaneceu estavel quando estocado por 4 semanas a
25°C/57% de umidade. Em outro estudo, a presenga de manitol tamb€ém provocou a

instabilidade fisica de pos-secos [Malcolmson e Embleton, 1998].

O problema da estabilidade fisica descrito acima no estudo da rhDNase provém
principalmente do uso da lactose como aglicar estabilizante. Embora todos os aglicares
sejam no minimo parcialmente amorfos apds a atomizagdo, esta forma de lactose €
particularmente higroscopica, e a absor¢do de agua causa a queda na sua temperatura de
transigio vitrea (Tg) (item 3.1.3). Sabe-se que a lactose amorfa anidra tem uma T, de
101°C, mas ela cai a 25°C ap6s a absor¢do de 7,2% (peso/peso) de 4gua. Uma vez que a T,
cai abaixo da temperatura ambiente, as regides amorfas do aglcar ndo estio mais
“congeladas™ nessa temperatura, € a mobilidade molecular resultante permite que a matriz
se reordene na estrutura termodinamicamente mais estavel, a cristalina [Malcolmson e
Embleton, 1998].

3.1.5.3.2. Processo de secagem

O processo de secagem por atomizagdo envolve quatro etapas, ilustradas na
Figura 2: atomizag@o da solug@o de alimentagio, contato entre as goticulas produzidas com

o fluido de secagem (normalmente ar), evaporagio do solvente e recuperagio do produto.

A palavra atomizagdo aqui empregada ndo tem nenhuma relagdo com atomos ou
com a fisica nuclear, mas sim especifica 0 processo que “quebra” o liquido em milhdes de
goticulas individuais. A energia necessaria para este processo ¢ fornecida por efeitos
centrifugos, cinéticos, sonicos ou de pressdo. Durante a secagem, as goticulas entram em

contato com o ar quente, ocorrendo uma rapida evapora¢io da umidade.
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Figura 2: Etapas do processo de secagem por atomizagdo (irtecl.irtec.bo.cnr.it/proc-spray-

drying htm).

Como qualquer tipo de secador, o equipamento promove a remocio da umidade
através da aplicagdo de calor ao produto alimentado, além do seu controle no meio de
secagem. O calor € aplicado através do ar aquecido e quando a solugdo de alimentacdo é
borrifada neste ambiente, ocorre a evaporagdo dos solventes. O controle da umidade ¢ feito
através da regulagem do fluxo de ar e da temperatura. Quando s3o usados solventes
inflamaveis ou explosivos deve-se utilizar um gas inerte para prevenir explosdes, por
exemplo, o nitrogénio. Vale ainda ressaltar que quanto maior a temperatura de secagem € 0O

conteudo de solidos, maior € a efici€ncia térmica do processo [Masters, 1972].

Etapas:
Atomizagdo da solugdo de alimentacdo

A selecdo e operag@o do atomizador sdo de extrema importancia para a obtengdo de
produtos de alta qualidade a um baixo custo. A atomizagdo deve criar goticulas com
condigbes de operagdo Otimas, levando a obtengdo de um produto seco com as

caracteristicas desejadas.



13

Os atomizadores podem ser do tipo rotatério (“rotary”) ou do tipo duplo fluido
(“nozzle™), os quais podem ser observados na Figura 3. Os atomizadores rotatérios podem
ser em forma de disco ou rodas, e a energia utilizada por eles é a centrifuga. Os
atomizadores rotatérios do tipo roda sdo disponiveis para processamento de taxas de
alimentacdo de até dezenas de toneladas por hora. Os atomizadores do tipo duplo fluido

utilizam energia de pressdo, s6nica ou cinética, e processam taxas de alimentagfo inferiores

aos rotatorios.

(@) (b)

Figura 3: Atomizadores do tipo (a) rotatério, (b) duplo fluido
(www.niroinc.com/html/chemical/cpilots.html).

A selecdo do atomizador depende da natureza da solucZo de alimentacdo e das
caracteristicas desejadas para o produto seco. Para todos tipos de atomizadores, um
aumento na quantidade de energia disponivel para atomizac¢do do liquido resulta em gotas
com tamanhos menores. Se a energia disponivel para atomizagio € mantida constante, mas
a vazio de alimentacdo aumenta, como resultado sio formadas gotas com tamanhos
maiores. O grau de atomizagdo também depende das propriedades de fluido da solugdo de
alimentagdo, onde valores maiores de viscosidade e tensdo superficial resultam em gotas

com tamanhos maiores, para a mesma quantidade de energia disponivel para atomizagéo.

Contato goticulas-ar

Um fator importante no projeto do secador por atomizacio é o modo pelo qual as
goticulas atomizadas entram em contato com o ar de secagem. Este contato ¢ determinado

pelas varias posi¢des disponiveis do atomizador em relagfo a entrada do ar.
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O produto e o ar podem passar através da cimara de secagem em fluxos co-
correntes. Este arranjo € utilizado principalmente para produtos sensiveis ao calor. A
evaporagdo das gotas € rapida e o produto ndo € sujeito & degradagdo térmica.
Atomizadores do tipo rotatorio ou duplo fluido podem ser usados em secadores de fluxos
co-correntes. Com os atomizadores rotatorios a trajetoria radial das goticulas pode ser

controlada, prevenindo o depdsito de produto nas paredes da cimara.

Alternativamente, as goticulas podem entrar em contato com o ar de secagem em
fluxo contra-corrente. Este arranjo fornece uma excelente utilizagdo do calor para a

secagem, e € normalmente utilizado com secadores do tipo duplo fluido.

Existem também secadores com fluxos mistos, que incorporam ambos fluxos

concorrente e contra-corrente. Na Figura 4 podem ser observados os diferentes tipos de
fluxos produto-ar.

Entrada Saida
ar _solucao ) ar
> L el Fatrada
¥t Atom!za‘b!- SOI“@O
Ly E&‘l Entrada H \\
!{ j ar § solucio ¢

‘ 1
;i y o j& 5\ g ' 4[} /Q
X P s
RN \iiaLZ» . \ j Atomizado
" PR T 1 i B: ! mizacor
%s_g sy T v ,f ‘\ R Entrada
SR ’;55"*"’ W P M S\ L
R ar , ar y
"f{ ar prodato :}l Saidi?
Saida Saida a are produto
produto produto
Fluxos Co-correntes Fluxo Contra-corrente Fluxo Misto

Figura 4: Fluxos produto-ar em secadores por atomizacio (Adapta¢do de Masters, 1972).

Em todos os casos o movimento do ar pré-determina a taxa e o grau de evaporagdo,
influenciando a passagem das gotas através da zona de secagem e a concentragdo do

produto nas paredes do secador. A selegdo da melhor forma de contato gota-ar depende do
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produto envolvido. Normalmente para produtos que suportam altas temperaturas € usado

fluxo contra-corrente, enquanto que para produtos labeis € usado fluxo concorrente.

Secagem

Quando as goticulas atomizadas entram em contato com o ar de secagem ocorre a
evaporagdo do filme de vapor saturado, o qual ¢ rapidamente fixo na superficie da goticula.
A temperatura da superficie da gota aproxima-se da temperatura do ar de secagem. A
evaporagdo ocorre em duas etapas. Primeiro hé suficiente umidade dentro da gota para
reabastecer a perda da superficie. A difusdo da umidade de dentro da gota mantém a
superficie saturada e enquanto este processo continua, a evaporagdo ocorre a uma taxa
constante, no chamado primeiro periodo da secagem. Quando o contetido de umidade é
reduzido a um nivel insuficiente para manter a condigio de saturagdo na superficie, um
ponto critico € alcangado, e uma camada seca se forma na superficie da gota. A evaporagéo
é entdio dependente da taxa de difusdo da umidade através da camada da superficie seca. A
espessura da camada seca aumenta com o tempo, causando um decréscimo na taxa de

evaporagdo. Este periodo ¢ chamado de final ou segundo periodo da secagem.

Desta forma, uma parte substancial da evaporagdo da gota ocorre quando a sua
superficie esta saturada e fria. O projeto da cimara de secagem e a taxa de fluxo de ar
estabelecem o tempo de residéncia da gota na cdmara, com a remo¢do da umidade desejada,
e a retirada do produto do secador antes que a sua temperatura possa aumentar a

temperatura de saida do ar de secagem da cadmara. Portanto, ha pouca probabilidade de

dano térmico ao produto.

A distribuicdo das gotas atomizadas sofre mudangas durante a evaporagio, e
produtos diferentes exibem diferentes caracteristicas de evaporagdo. Alguns produtos
tendem a expandir, outros colapsam, fraturam ou se desintegram, levando a formagdo de
particulas porosas de formato irregular. Outros permanecem com forma esférica constante
ou se contraem, formando particulas mais densas. Qualquer mudanga no formato da
particula estd intimamente relacionada com a taxa de secagem, portanto, o projeto da

camara de secagem define a morfologia das particulas secas produzidas [Masters, 1972].
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Separagdo do produto

A separagio do produto do meio de secagem € a ultima etapa do processo, a qual é
ilustrada na Figura 5. Esse estigio deve apresentar dois requisitos importantes, que € uma
boa recuperagdo de solidos, em uma forma adequada para uso, e exaustio livre de
particulas. A separagdo do produto pode ser feita primeiramente na base da cdmara de
secagem e depois no equipamento coletor de particulas, que normalmente é o ciclone
(Figura 5a); ou todo o produto pode ser recuperado no equipamento coletor (Figura 5b).
Essa etapa € influenciada pelas caracteristicas do produto em virtude do manuseio
mecinico envolvido durante o estagio de separacdo, o qual pode resultar em produtos com

alta porcentagem de particulas finas.

Atomizador Atomizador

|- U
R Camara de é"
Camara de secagem /—
secagem

are
produto

I

wicimme
ciciune

descarga descarga
primaria secunddria descarga
produto produto total do
produto
(@) (b)

Figura 5: Descarga do produto em secadores por atomizagdo: (a): a principal separagdo do
produto seco ocorre na base da cdmara de secagem, (b) a recuperagdo da fragdo mais fina
do produto seco ocorre no equipamento de separagdo, normalmente o ciclone (Adaptacio
de Masters, 1972).
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material

= Fosfatidilcolina natural da soja, purificada, hidrogenada, adquirida da Lucas Meyer:
Epikuron 200SH;

= Colesterol adquirido da Sigma Chemical Co.;

= Peroxido de hidrogénio e acido ascorbico P.A. adquiridos da Merck;
» Alcool etilico, cloreto de sodio P.A. e manitol adquiridos da Synth;
=  Molibdato de amdnio adquirido da Ecibra;

» Acido sulfirico P.A. adquirido da Erich Ltda.;

= Agua bidestilada e deionizada em sistema milli-Q.
3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Cilculo da massa molar do fosfolipidio Epikuron 200SH

O fosfolipidio natural da soja Epikuron 200SH ¢ uma fosfatidilcolina purificada,
hidrogenada, em forma de p6. A sua composigio ¢ de no minimo 95% de fosfatidilcolina, e
de no maximo 1% de lisofosfatidilcolina, 2,5% de outros fosfolipidios, 0,5% de mistura e
1% de oleos. A cadeia acila dos fosfolipidios é formada por 10-15% de 4acido palmitico,
com 16 atomos de carbono, e 85-90% de acido estearico, com 18 atomos de carbono. Com
isso, para a obtengdo do valor aproximado da massa molar deste lipidio, usada nos calculos
para a preparagdo das solugdes, foi considerado que o Epikuron 200SH era formado por
90% de DSPC ¢ 10% de DPPC, visto que os outros componentes ndo foram especificados
nos dados técnicos do fosfolipidio. Assim, a massa molar do Epikuron 200SH (MME)

usada nos calculos foi:

MM, = (0.9* MM 50) +(010* MM .. ) = (0,90%790,2) + (0,10* 734,0) = 784, 58gramas
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3.2.2.2. Producio de particulas através da secagem por atomizacio

As particulas foram preparadas através de secagem por atomizagdo em equipamento
de bancada (Lab-Plant, Laboratory Instruments & Equipment, “spray drier” modelo SD-
04), com fluxo co-corrente entre a solugéo de alimentagfio e o ar de secagem e atomizador
do tipo duplo fluido. A vazio de ar era mantida constante a 122m’/h (conforme
especificagio do equipamento). A solugdo de alimentagiio era composta de 250mL de
alcool etilico como solvente, o lipidio Epikuron 200SH e manitol em concentragdes pré-

determinadas.

3.2.2.3. Planejamento Estatistico de Experimentos

Foi realizado um planejamento estatistico de experimentos com a finalidade de
estudar a producido massica das particulas sélidas em fun¢do das varidveis operacionais do
processo de secagem. Como variavel resposta foi usado o rendimento massico do processo

em relagio ao fosfolipidio Epikuron 200SH.

Inicialmente, para a avaliagdo das varidveis estatisticamente significativas, foi feito
um planejamento fatorial fracionario 2*' com trés pontos centrais para o calculo do erro, o
qual requer o total de 11 experimentos. Para o planejamento fatorial completo sdo
calculados os efeitos das varidveis, mas, no caso do planejamento fatorial fracionario, sdo
calculados os contrastes (/;). Os valores dos contrastes sdo obtidos apenas com metade dos
experimentos necessarios para o fatorial completo, reduzindo, desta forma, tempo e custo
no laboratério. As variaveis investigadas foram: a concentragio de lipidio na solugio de
alimentagdo (Cgpx), a vazdo da solugdo de alimentagio (V), a temperatura de entrada do ar
de secagem (T) e a presenca de manitol na solugdo de alimentagio (M). Os niveis
escolhidos para as varidveis operacionais, determinados a partir dos limites de operagdo do
equipamento, sdo apresentados na Tabela 1, e as combinagdes usadas para cada

experimento sdo listadas na Tabela 2.



Tabela 1: Variaveis utilizadas no planejamento fatorial fracionario

respectivos niveis.
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2*! com os seus

Variavel Nivel -1 Nivel 0 Nivel +1
Concentragdo de lipidio na solucdo de 15 30 45
alimentagdo, Cgp (mM)
Vazio da solugdo de alimentagdo, 3 14 30
V (mL/min)
Temperatura de entrada do ar de 90 100 110
secagem, T (°C)
Concentragdo molar de manitol, 0 15 30
M (%)

Tabela 2: Planejamento fatorial fracionario 2*! com trés pontos centrais para o calculo do

erro.
Ensaio Variaveis

C A\ T M

1 -1 -1 -1 -1

2 +1 -1 -1 +1

3 -1 +1 -1 +1

4 +1 +1 -1 -1

5 -1 -1 +1 +1

6 +1 -1 +1 -1

7 -1 +1 +1 -1

8 +1 +1 +1 +1

9 0 0 0 0

10 0 0 0 -0

11 0 0 0 0
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A geratriz do planejamento fatorial fracionario é dada por I=+1234, o que significa
que os niveis da coluna 4 da Tabela 2, correspondente a quarta varidvel operacional, M, sdo
calculados pela multiplicacdo das colunas 1, 2 e 3, relacionadas respectivamente as
variaveis operacionais Cgx, V € T. O emprego da meia-fragio confunde os efeitos
principais com as interagdes de terceira ordem. Por exemplo, o contraste calculado para a
variavel concentracdo de lipidio da solugdo de alimentacdo (/cx) € na verdade a soma do
efeito principal Cgpi com o efeito de interaggo VIM, ja que a geratriz € positiva. Isto nfo é
problematico pois, normalmente, os efeitos de terceira ordem ndo sdo significativos, sendo
os contrastes calculados boas estimativas dos valores reais dos efeitos [Barros Neto et al,,
1996].

Em uma segunda etapa, foram planejados mais cinco experimentos (ensaios 12 a
16), determinados a partir da trajetoria de maxima inclinag@o da equagdo que descreve o
modelo linear baseado nos resultados do planejamento fatorial fracionario, apresentados na
Tabela 3. As varidveis operacionais temperatura de entrada do ar (T) e concentra¢gdo molar

de manitol (M) foram fixadas em 90°C e 30%, respectivamente.

Tabela 3: Experimentos planejados a partir da trajetoria de méxima inclinagdo do modelo

linear obtido do planejamento fatorial fracionario 2.

Ensaio Cepx (mM) V (mL/min)
12 45 20
13 60 23
14 75 26
15 90 30
16 105 33

A partir dos resultados obtidos foi feito um planejamento fatorial 2* com trés pontos
centrais para o calculo do erro. O ponto central utilizado foi o de maior rendimento dentre
os experimentos da Tabela 3. As varidveis analisadas foram a concentracdo- de lipidio
(Cgpx) € a vazdo da solugio de alimentagio (V). As varidveis temperatura de entrada do ar

(T) e concentragdo molar de manitol (M) foram fixadas em 90°C e 30%, respectivamente.
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O planejamento fatorial 2% com trés pontos centrais para o calculo do erro é apresentado na
Tabela 4.

Tabela 4: Planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais para o caculo do erro.

Ensaio Cepx (M) V (mL/min)
17 85 ' 25,5
18 95 25,5
19 85 34,5
20 95 345
21 90 30
22 90 30
15 90 30

A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial 2%, foram planejados mais
quatro experimentos, que foram feitos em duplicata, para a obtengiio da produgio massica
maxima. Nestes experimentos o Unico pardmetro analisado foi a vazdo da solugdo de
alimentacdo, uma vez que na regido de alta concentragio de lipidios (85, 90 e 95mM), ndo
houve mudangas significativas no rendimento massico do processo. Por medida de
economia, a concentragdo usada nos ensaios posteriores foi fixada em 85mM. A vazio da
solugdo de alimentagdo (V) foi usada nos niveis: 8mL/min (ensaios 23 e 24), 14mL/min
(ensaios 26 e 38), 20mL/min (ensaios 27 e 28), e 25,5mL/min (ensaios 17 e 29).

Os experimentos foram feitos em ordem aleatdria e todos os calculos dos efeitos
estatisticos e do erro, assim como a estimativa do modelo e as superficies de resposta,

foram feitos através do programa computacional “Statistica 5.0”.
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3.2.2.4. Influéncia do didmetro do atomizador e temperatura da solucio de

alimentacio

Nestes experimentos, a dispersdo era atomizada na cdmara de secagem a uma
temperatura de entrada do ar de 90+5°C (T), vazdo de 20mL/min (V), concentragdo de
lipidios de 85mM (Cqx) € concentragdo de manitol de 36mM (Cpan). A temperatura da
solucio de alimentagdo (Ts) foi usada em 25 ou 60°C (experimentos 31 e 36,
respectivamente). Para os experimentos de avaliagdo da influéncia do didmetro do bico do
atomizador (Daom), @ temperatura da solugio de alimentagio foi mantida em 60°C, para se
evitar entupimentos. Os didmetros usados foram de 0,5; 0,7 ou 1mm (experimentos 34, 33 e

36, respectivamente).

3.2.2.5. Influéncia da concentracio de manitol

Inicialmente foram feitos experimentos para a avaliagdo da influéncia da presenga
do manitol na cristalinidade das particulas, sob as seguintes condigdes operacionais:
temperatura de entrada do ar 90+5°C, concentragdo de lipidios 20mM, vazio da solugdo de
alimenta¢io 3mL/min, e concentragio de manitol 0 ou 13mM (experimentos MO e M1,
respectivamente). Adicionalmente foi verificada a capacidade de incorporagdo de manitol
pelas particulas, na mesma temperatura de entrada do ar, vazio de 20mL/min (V),
concentragz”io de lipidios de 85mM (Cq4y). As concentragdes de manitol foram de 0, 36, 170
ou 295mM (experimentos 46, 31, 43 e 44, com relagio massica lipidio/manitol de 100/0,
91/9, 68/32 e 55/45, respectivamente). Um experimento com o manitol puro a 200mM
também foi feito sob as mesmas condigGes operacionais descritas anteriormente
(experimento 47). A incorporagdo foi caracterizada através da cristalinidade (item

3.2.2.8.6), morfologia (item 3.2.2.8.7) e transi¢do de fases (item 3.2.2.8.8) das particulas.

3.2.2.6. Incorporacio do Colesterol

Esses experimentos foram feitos sob as seguintes condigdes operacionais:
temperatura de entrada do ar de 90+5°C (T) e vazdo de 20mL/min (V), a uma concentragio
de lipidios de 85mM (Cqy) € concentragio de manitol de 36mM (Cpan). A concéntragio de

colesterol foi de 17 ou 25,5mM (experimentos 41 e 42, com relagdo massica
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lipidio/manitol/colesterol de 84/8/8 e 80/8/12, respectivamente). A incorporacdo foi
caracterizada através da cristalinidade (item 3.2.2.8.6) e morfologia (item 3.2.2.8.7) das

particulas.

3.2.2.7. Caracterizacio do Processo

3.2.2.7.1. Rendimento

O rendimento massico do processo, (R), foi calculado através da Equacgio (1), na
qual L é a massa final de lipidio, quantificada pelo método descrito por Chen et al. [1956]

(item 3.2.2.8.1), e Lo € a massa inicial pesada para a preparagio da solugdo de alimentag@o:

L.,
R= —-1-;-- 100 (Eq. 1)

3.2.2.7.2. Eficiéncia do ciclone

A eficiéncia do ciclone é uma varidvel importante para a avaliagio da eficiéncia
global do processo de secagem por atomizagdo. Para o seu calculo foi usado o método

proposto por Massarani [1997], o qual seré descrito a seguir.

Primeiramente, deve-se classificar o ciclone usado de acordo com a sua
configuragdo. Cabe ressaltar que a configuragio do ciclone caracteriza-se por uma relagdo
especifica entre suas dimensdes, normalmente expressa em termos do didmetro da parte
cilindrica do equipamento, D.. Baseado neste critério, o ciclone usado nos experimentos foi
classificado como do tipo Lapple, com um didmetro (D) de 7,5cm. A configuragdo do

ciclone Lapple € especificada na Figura 6.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL

oy wh A OMGTED



24
i Do —»l

Lc

Ciclone Lapple
Zc Be/De=0,25
Do/Dc=0,50
He/De=0,50
Le/De=2
Sc/De=0,62
Zc/De=2
}—6‘-{ Du/Dc=0,25

Figura 6: Configuragio do ciclone Lapple [Massarani, 1997].

O método proposto determina o didmetro de corte do ciclone (Dcore) através da

equagdo (2):

s

—_— 2
107u( ps — p) Ea.2)

onde: p ¢ a viscosidade absoluta do ar, B. ¢ uma das dimens&es do ciclone (B&~0,25D.), u é
a velocidade do ar, ps € a densidade da particula e p € a densidade do ar. Assim, para uma
vazio de ar de 3,4*10”m’/s, tem-se que a velocidade do ar é 28m/s, e o didmetro de corte
do ciclone é 2,43um. Salienta-se que este nivel de velocidade encontra-se proximo ao

limite de velocidade geralmente usado em ciclones do tipo Lapple ( 5 <u <20 m/s).
A partir do didgmetro de corte, a eficiéncia do ciclone pode ser calculada através da

equagdo (3):

_ (L11*n) /(0,118 +n) .
B = {[1,81 -(0322*n)+(D’ /DM)J} (B D) Eq.3)

Onde n e D’ sdo os parametros do modelo de distribui¢do de tamanhos de particulas do tipo
Rosin-Rammler-Bennet (RRB):
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X =1-[exp—(D/D)"] (Eq. 4)

Onde: X é a frag3o em massa das particulas com didmetro menor que D, D’ € o didmetro de

particula que corresponde a X=0,632 e n € a dispersdo.

3.2.2.8. Caracterizacio das particulas

3.2.2.8.1. Concentragdo total de fosfolipidio

As particulas secas foram caracterizadas quanto a concentragio total de lipidios
através do ensaio fosfato, método descrito por Chen et al. [1956]. Este método consiste na
oxidacdo com acido sulfiirico dos compostos de carbono a carbono elementar, que € entdo
transformado em dioxido de carbono pelo perdxido de hidrogénio livre de fosfato. O
fosforo € transformado em ortofosfato, que forma um complexo com o molibdato de
aménio. Quando este complexo € reduzido pelo acido ascorbico hé o aparecimento da cor
azul, cuja intensidade € proporcional 4 concentragdo de fosfato na amostra. O mesmo
procedimento ¢ feito para as solugSes padrdes, com concentragdes conhecidas de fosfato, e
para a solucdo isenta de fosfato (branco). Como exemplo ¢é apresentado no Anexo I uma

curva de calibrag@o obtida através deste método.
3.2.2.8.2. Didmetro geométrico e distribuicdo de tamanhos

As medidas de didmetro de area projetada, que aqui sera referido como didmetro
geométrico, e distribuicdo de tamanhos das particulas solidas produzidas foram feitas
através de contagem de tamanho de particulas pelo microscopio 6tico Olympus, modelo
BX60, acoplado a um sistema de aquisicio de imagens e utilizagdio de software

computacional Image Pro-Plus.
3.2.2.8.3. Didmetro aerodindmico

O didmetro aerodindmico das particulas solidas foi obtido através de medidas no
equipamento “Aerodynamic Particle Sizer”, da TSI, modelo 3320. Também foi obtida
através deste método a distribuicdo de tamanhos das particulas. Uma observagio a ser feita
com relagdo a este equipamento € que ele s6 mede particulas acima de 0,5um, portanto a
primeira populaco da distribui¢io de tamanhos refere-se as particulas com didmetro menor

que este, as quais sd0 todas colocadas em um mesmo nivel de tamanho.
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3.2.2.8.4. Densidade

As densidades das particulas solidas foram obtidas no picndmetro a Hélio Accupyc

1330, da Micromeritics.
3.2.2.8.5. Atividade da agua

A atividade da agua foi determinada através da umidade relativa do ar em contato
com a amostra quando atingido o equilibrio. No equilibrio a energia da agua no vapor

(Uvapor) € igual a energia da 4gua na amostra (Uamostra). AsSim:
/uamo.s‘a'a = yvapor = RTIH(AHZO) = RTIH(}’%}

Ao =P/ P° =(URE%)/100

Onde: Amo € a atividade da 4gua, p € a pressdo parcial de vapor da agua no
substrato, p° € a pressdo parcial de vapor a mesma temperatura e pressdo, e URE% ¢ a
umidade relativa de equilibrio [Smith e Van Ness, 1980].

A amostra foi colocada em um recipiente fechado, ¢ as medidas foram realizadas

em um equipamento da Aqualab, modelo 3TE, da Decagon Devices, Inc..

3.2.2.8.6. Cristalinidade

As particulas solidas produzidas foram caracterizadas quanto ao grau de
cristalinidade através da técnica de difragdo de raios-X. O equipamento utilizado foi
fabricado pela Philips, modelo XPERT. As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente, a fonte de raios-X era de cobre (Cu). A varredura foi feita a 2° por minuto, entre
35 e 10° (26). Os espectros obtidos relacionam a intensidade de difracdo com o dngulo de
varredura. A cristalinidade das amostras relaciona-se diretamente com a altura e a largura
dos picos de difragdo, sendo quanto maior a altura (intensidade) e menor a largura, maior é

o grau de cristalinidade das amostras.
3.2.2.8.7. Morfologia

As particulas sOlidas foram caracterizadas quanto & sua morfologia através de
microscopia eletronica de varredura. O equipamento utilizado foi produzido pela Leica,

modelo LEO 440i. Inicialmente, amostras das particulas secas foram fixadas em um porta-
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amostra através de fita adesiva de dupla-face. As amostras eram entdo recobertas com ouro

¢ posteriormente analisadas.
3.2.2.8.8. Transigdo de fases

As temperaturas e energias de transi¢io de fases das estruturas solidas foram
determinada através de calorimetria diferencial de varredura (DSC), usando um calorimetro
da TA Instrumentos, modelo Universal V2.3C. Poucos miligramas da amostra eram
hermeticamente fechados em um cadinho de aluminio, e as medidas foram feitas sob

atmosfera de argdnio entre —80 e 120°C, a uma taxa de 10°C /minuto.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Influéncia das varidveis operacionais sobre o rendimento mdssico da

secagem

O proposito do planejamento fatorial fracionario inicial foi investigar o efeito das
variaveis operacionais do processo de secagem sobre o rendimento massico do processo de
producdo das particulas. No planejamento fatorial fracionario 2*1 0 emprego da meia-
fragdo confunde os efeitos principais com as interagdes de terceira ordem, o que néo é
problematico, pois, normalmente, os efeitos de terceira ordem néo s@o significativos, sendo
os contrastes calculados boas estimativas dos valores reais dos efeitos [Barros Neto et al.,
1996]. A anélise dos resultados foi feita a partir dos efeitos principais e das interagSes de
segunda ordem entre as variaveis.

Os rendimentos massicos do processo de produgdo das particulas, obtidos para o
planejamento fatorial fracionario 2*', s&o apresentados na Tabela 5. A Tabela 6 apresenta
os valores da média e dos contrastes, estimados para a resposta rendimento mdssico do
processo. Os pardmetros assinalados com um asterisco sdo os significativos a um nivel de
confianga de 95%, os quais também podem ser visualizados na Figura 7, através do Grafico
de Pareto dos efeitos padronizados. Neste nivel de confianga tem-se que p=0,05, assim sdo
significativos os efeitos e interagdes que apresentarem valores absolutos a direita da reta
onde p=0,05, e ndo significativos os efeitos e interagdes que apresentarem valores absolutos

a esquerda desta reta.
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Tabela 5: Rendimentos massicos do processo de produgdo das particulas através da

secagem por atomizagdo (R) para o planejamento fatorial fracionario 2+

Ensaio R (%)
1 7,1
2 15,1
3 11,0
4 14,9
5 5.4
6 147
7 8,6
8 14,2
9 13,6
10 142
11 14,6

Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados
Erro Pure = 0,2533333
p=|°5

(1)Concentracéo 18,82537

Concentracio-Vazao

(2)Vazao

(3)Temperatura £~

Concentragio-Tempera

Concentragao-Manitol

(4)Manitol -

-2 ) 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 7: Grafico de Pareto com o valor estimado dos contrastes para as variaveis e para as

interagGes de segunda ordem entre as variaveis ao nivel de 95% de confianga; p=0,05.
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Tabela 6: Valores da média, dos contrastes e das interagdes de segunda ordem, estimados

para a resposta rendimento massico do processo de produgio das particulas para o

planejamento fatorial fracionario 2.
Efeito Erro padrio t(2) p

Média 12,1273* 0,1518* 79,9122%* 0,0002*
Cepk 6,7000* 0,3559* 18,8254* 0,0028%
Vv 1,6000* 0,3559* 4,4956* 0,0461*

T -1,3000 0,3559 -3,6527 0,0675

M 0,1000 0,3559 0,2810 0,8051

CexV -1,9500* 0,3559* -5,4790* 0,0317*

Cepx T 0,7500 0,3559 2,1073 0,1697
CepM -0,2500 0,3559 -0,7024 0,5551

*significativos a um nivel de confianga de 95%
“4(2)” and “p” sdo parimetros estatisticos da distribuicdio de probabilidade t com dois graus de liberdade.

R*=0,8623; Erro puro=0,2533

Os resultados mostram claramente que as variaveis significativas sdo a concentragio
de lipidios na solug@o de alimentagdo (Cgpi), a vazio da soluco de alimentagdo (V), assim
como a interagdo entre essas duas variaveis (CgcV). A Tabela 7 apresenta a analise de
varidncia do processo, e a equagdo (5) o modelo linear proposto para a faixa de processo
estudada.
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Tabela 7: Anélise de varidncia da resposta rendimento massico da secagem por atomizag@o

para o planejamento fatorial fracionario 2*'.

Soma Graus de Média Fcawc Frap,95:3;7)
Quadritica Liberdade  Quadratica
(5Q) (GL) (MQ)
Regressdao 107,15 3 35,72 14,6 4,35
Residuos 17,11 7 2,44
Falta de 16,60 5 3,32
ajuste
Erro puro 0,51 2 0,26
Total 124,26 10
R*=0,8623
Fcard/ Frag= 3.4
R =121273+3,3500Cg, +0,8000V -0,9750C, V (Eq. 5)

Para um modelo estatistico ser valido ele ndo pode apresentar falta de ajuste. Os

critérios usados para analisar a validade de um modelo sdo listados a seguir:

@) a razdo entre a média quadratica da falta de ajuste e do erro puro, obtida através
da tabela de analise de varidncia, deve ser menor que o respectivo valor tabelado
ao nivel de 95% de confianca e os respectivos graus de liberdade para a falta de
ajuste e o erro puro [Barros Neto et al., 1996];

(i) o coeficiente de determinacio (R?) deve ser alto (maximo 1);

(iii)  arazdo entre 0 Fec € 0 Fiap deve ser maior que 4.

Aplicando os critérios de validade ao modelo proposto observa-se que: (i) o valor

tabelado, 19,3, € maior que o valor calculado, 12,8; (ii)) o valor do coeficiente de
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determina¢do, 0,8623, ¢ razoavelmente alto; (iii) a relagdo entre 0 Feio € 0 Fup € 3,4, valor
menor que 4, mas dada a natureza do processo envolvido, o valor ¢ aceitavel. Assim,

levando em consideracdo os critérios de validagdo do modelo, pode-se concluir que este se

ajusta aos dados na faixa estudada.

A Figura 8 mostra a superficie de resposta para o rendimento massico do processo
de produgdo das particulas (R) em fung¢@io da concentracio de lipidios na solugdo de
alimentacdo (Crpk) € da vazido da solucio de alimentagdo (V). Pode-se observar que o
rendimento pode ser aumentado pelo aumento de ambas varidveis do processo, a
concentragdo de lipidios e a vaziio da solugdo de alimentagdo. A inclinagdo maxima do
modelo proposto, 0,24, calculada através da razdo entre o terceiro e o segundo coeficientes
da equagdo (5), indica que para cada unidade avangada no eixo correspondente & variavel
operacional concentrac@o de lipidios na solugdo de alimentagfo (Cgpi) deve-se avangar 0,24
unidades ao longo do eixo correspondente a variavel operacional vazdo da solucdo de
alimentagdo (V). Este critéric gerou os experimentos planejados da Tabela 3, € a Tabela 8

apresenta os rendimentos massicos obtidos nesses ensaios.

AWARSISER RS LY

Figura 8: Superficie de resposta para o rendimento massico do processo de produgdo das
particulas através de secagem por atomizagdo (R) em fun¢io da concentragio de lipidios na

solugdo de alimenta¢do (Crpi) e da vazdo da solugio de alimentagio (V).
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Tabela 8: Rendimentos massicos (R) obtidos para os experimentos da Tabela 3.

Ensaio R (%)
12 11,4
13 10,4
14 14,5
15 16,9
16 12,5

A partir dos resultados apresentados na Tabela 8 pode-se observar que inicialmente
o rendimento aumenta, mas, ap0s o 15° ensaio, ha uma tendéncia para a diminui¢io no
rendimento. O maximo rendimento obtido foi 16,9%, o qual é 12% maior que o melhor

rendimento obtido no planejamento fatorial fracionario.

A Tabela 9 apresenta os rendimentos massicos do processo de produgdo das
particulas para o planejamento fatorial 2°. A Tabela 10 apresenta os valores da média, dos
efeitos das varidveis e da interagfo entre elas, os pardmetros assinalados com um asterisco
sdo os estatisticamente significativos ao nivel de confianga de 95%. A Figura 9 apresenta o
Gréafico de Pareto dos efeitos padronizados, sendo significativos os efeitos localizados a

direita da reta onde p=0,05.

Grafico de Pareto
Eiro Puro=5,083333

-

@v S ; 7 s amn

A

C

<

0,0 05 1.0 15 20 25 3,0 35 40 45 50 55 5,0
Efeito estimado(valor absohio)

Figura 9: Gréfico de Pareto com o valor estimado dos efeitos das variaveis e para a

interagdo de segunda ordem entre as variaveis ao nivel de 95% de confianga; p=0,05.
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Tabela 9: Rendimentos massicos do processo de produgio das particulas secas (R) para o

planejamento fatorial fracionario 2°.

Ensaio R (%)
17 23,6
18 249
19 14,8
20 93
21 14,4
22 18,9
15 16,9

Tabela 10: Valores da média, dos efeitos e da interagdo de segunda ordem, estimados para
a resposta rendimento massico do processo de produgio das particulas para o planejamento

fatorial fracionario 2°.

Efeito Erro padrio t(2) p
Média 17,6143* 0,8521* 20,6700* 0,0023*
Cepx -1,8500 2,2546 -0,8205 0,4981
v -11,9500* 2,2546* -5,3002* 0,0338*
CeakV -3,1500 2,2546 -1,3971 0,2972

*sionificativos a um nivel de confianca de 95%
“4(2)” and “p” sfo parmetros estatisticos da distribuicio de probabilidade t com dois graus de liberdade.

R*=0,9164; Erro puro=5,0833

Como resultado, a Gnica varidvel operacional estatisticamente significativa nesta
faixa de processo € a vazdo da solucio de alimentag8o. A Tabela 11 apresenta a analise de
varidncia do processo, e o modelo linear proposto para a faixa estudada é apresentado na

Equagéo (6).
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Tabela 11: Analise de varidncia da resposta rendimento massico para o planejamento

fatorial fracionario 2%,

Soma Graus de Média FCALC F TAB(0,95;1;5)

Quadritica Liberdade  Quadritica

(SQ) (GL) MO)
Regressao 156,15 1 156,15 54,8 6,61
Residuos 14,24 5 2,85
Falta de 4,07 3 1,36
ajuste
Erro puro 10,17 2 5,08
Total 170,39 6
R?*=0,9164
Feare/ Frap=8,3

(Eq. 6)
R =17,6143 — 5,9800V

De acordo com os critérios de validagdo do modelo proposto, pode-se verificar que
o modelo se ajusta aos dados na faixa de processo estudada. A Figura 10 apresenta a
superficie de resposta para o rendimento massico do processo de produgdo das particulas
secas (R) em funcdo da concentragdo de lipidios (Cgx) € da vazdo da solugdo de
alimentacdo (V). De acordo com a figura, o rendimento pode ser aumentado diminuindo a
vazio da solugdo de alimentacdo. Analisando os resultados de ambos planejamentos
fatoriais, pode-se concluir que a méaxima producio massica das particulas secas deve ser

obtida a uma vazdo abaixo de 25,5mL/min.
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Figura 10: Superficie de resposta para o rendimento massico do processo de produgdo das
particulas através de secagem por atomizacdo (R) em fungdo da concentragdo de lipidios na

solucdo de alimentagdo (C) e da vazdo da solugdo de alimentacgdo (V).

Finalmente, através da Figura 11, pode-se observar que o rendimento massico de
produgdo das particulas secas aumentou em fungdo da vazdo da solugdio de alimentagfo,
atingindo um maximo na regido de 20mL/min. A analise de varidncia do processo €
apresentada na Tabela 12, a qual valida o modelo proposto pela equagdo (7). A vazio
correspondente a0 maximo rendimento massico, 20mL/min, pode ser obtida igualando-se a

zero a derivada dR/dV, na equagéo (7).

R=-7,42+3,24*v-0,08*V"

R . //T\\:
o / -\

Rendimento {%]
ES
i

T T Y T T T
] 8 kit Tz 14 16 18 29 22 24 Fil

Vazdo [mLimin]

Figura 11: Rendimento massico do processo de produgdo das particulas (R) em fungdo da

vazdo da solugfo de alimentacio (V) a uma concentragio de lipidios de 85mM.
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Tabela 12: Analise de varidncia da resposta rendimento mdassico do processo de secagem

por atomizagao.

Soma Graus de Média F CALC F TAB(0,95;2;5)

Quadratica  Liberdade  Quadratica

8Q) (GL) (MQ)
Regressao 145,10 2 72,55 35,6 5,79
Residuos 10,19 5 2,04
Falta de 1,70 1 1,70
ajuste
Erro puro 8,49 4 2,12
Total 135,29 7
R*=0,9321
Feare/ Frap=6.1
R =-7,42+3,24V - 0,08V’ (Eq. 7)

Tendo em vista que a utilizagdo de equipamentos em maior escala envolve
diferentes configuragdes, uma otimizagdo do processo deve ser feita a partir dos resultados

obtidos em escala de laboratérnio.

3.3.2. Eficiéncia do ciclone

O rendimento massico do processo € a eficiéncia do ciclone em fungdo do didmetro
aerodindmico das particulas secas sdo apresentados na Tabela 13, bem como os valores dos

pardmetros do modelo de distribuicdo de tamanhos do tipo RRB, D’ e n.
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Tabela 13: Rendimento massico do processo de secagem por atomizagdo (R), eficiéncia do
ciclone (Eqc), € 0s.pardmetros do modelo de distribuicdo de tamanhos do tipo RRB, D’ e n,

obtidos para diferentes amostras, em fungdo do didmetro aerodindmico (D)

Ensaio Daer D n Ecic R
[pm] [%] [%]

2 1,25 1,029 1,611 25 15

31 1,42 1,217 1,629 29 24
43 1,77 1,612 1,629 35 24
44 1,71 1,609 1,810 37 31

A eficiéncia do ciclone variou de aproximadamente 25 a 40% e, de uma maneira
geral, ela aumentou com o aumento do didmetro das particulas, como ja era esperado.
Comparando-se os resultados de eficiéncia do ciclone e de rendimento massico, pode-se
observar que a principal perda do processo ocorre no ciclone, na etapa de separagio do
produto. Perdas adicionais incluem aderéncia de massa a parede da cdmara de secagem e na
tubulagio de alimentagéo da solugdo de alimentagdo. Desses resultados conclui-se que esse
tipo de ciclone ndo € adequado para a coleta de particulas finas tais como as produzidas
pela secagem de lipidios e também que o rendimento esta diretamente relacionado com o

didmetro das particulas.

3.3.3. Caracterizacdo das particulas

3.3.3.1. Propriedades Estruturais
3.3.3.1.1. Cristalinidade das particulas secas

A cristalinidade das particulas secas € fun¢io da umidade e do arranjo estrutural dos
solidos. A Figura 12 apresenta os difratogramas de raios-X dos componentes estruturais das
particulas secas, ou seja, do fosfolipidio Epikuron 200SH e do agiicar manitol. Um pico
principal aproximadamente em 20° caracteriza a presenca das fosfatidilcolinas, tais como
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e distearoilfosfatidilcolina (DSPC - “distearoyl-
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phosphatidylcholine”), na composi¢éo do lipidio comercial (Figura 12(a)). Kikuchi et al.
[1991] obtiveram espectros semelhantes para misturas de DPPC. Sabe-se da literatura da
existéncia de varios polimorfos do manitol, cada qual com propriedades fisico-quimicas
distintas. De acordo com o difratograma de raios-X apresentado na Figura 12(b), o manitol

usado nos experimentos € o classificado como forma f§ ou mod. I [Burger et al., 2000].
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= —
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‘ ,\// 1 é |
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Figura 12: Difratograma de raios-X do (a) Epikuron 200SH, (b) manitol.

Efeito da concentracdo de lipidios e da vazdo da solugdo de alimentagdo

Os difratogramas de raios-X apresentados na Figura 13 relacionam o efeito da
concentra¢do de lipidios e da vazdo da solugdo de alimentacio com a cristalinidade das
particulas secas produzidas através da técnica de “spray-drying”. Duas informagoes
importantes podem ser obtidas através desses espectros. Primeiro, a presenca de somente
um pico principal na regido dos fosfolipidios, aproximadamente em 20°, indica a total
incorporagdo do manitol nas estruturas soOlidas, nesta faixa de concentragdo e vazdo
estudada. Em segundo lugar, a concentragdo de lipidios e a vazio da solugio de
alimentagdo influenciaram a cristalinidade das particulas. Estruturas mais amorfas foram
obtidas nos niveis mais baixos de concentragdo e vazdo. A cristalinidade das particulas
aumentou com o aumento da vazdo de 3 para 20mL/min, enquanto a concentragdo era 45 e
85mM, respectivamente. Um pequeno decréscimo na cristalinidade pode ser observado

para maiores concentragdes e vazdes.
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Figura 13: Efeito da concentragio de lipidios e da vazdo da solugdo de alimentagdo sobre a
cristalinidade das particulas secas. Temperatura de entrada do ar: 90°C; concentra¢iio de

manitol: 30% molar. (I € a intensidade de difragio).
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Estes efeitos sobre a cristalinidade s8o conseqiiéncia de alguns fatores relacionados
ao processo de secagem, tais como as propriedades da atomizag@o, tempo de residéncia das
goticulas na camara de secagem e viscosidade da solugiio de alimentagdo. Influéncia
semelhante destes fatores foi previamente observada por Masters [1972] sobre a

distribuigdo de tamanhos, densidade, aparéncia e contetido de umidade dos solidos.

Efeito da temperatura da solugdo de alimentacdio e do didmetro do bico do

atomizador

O efeito da temperatura da solugdo de alimentagdo sobre a cristalinidade das
particulas secas ¢ apresentado na Figura 14. Estruturas mais cristalinas foram obtidas
quando a temperatura da solugdo de alimentagio aumentou de 25 para 60°C. Este efeito é
provavelmente decorrente da reducio da viscosidade da solugdo de alimentagio, resultando
em uma melhor eficiéncia de secagem, com uma maior recuperacdo de solidos, 40% maior
a 60°C, e em um melhor empacotamento dos componentes na estrutura solida. O aumento
do didmetro do bico do atomizador produziu estruturas mais cristalinas, como apresentado

na Figura 15.

900 b
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Figura 14: Efeito da temperatura da solu¢do de alimentagdo sobre a cristalinidade das
particulas secas. Difratogramas de raios-X para temperaturas da solugio de alimentagio:
(preto) 25°C, _ (vermelho) 60°C. Temperatuyra de entrada do ar 90°C; concentragio de
lipidios 85mM; concentragdo de manitol 36mM; vazio da solugdo de alimentagdo

20mL/min.



41

9a¢ -

700 -

00

Intensidade
E3
8

T T T
10 % 20 5 30 35

Figura 15: Efeito do didmetro do bico do atomizador sobre a cristalinidade das particulas
secas. Difratogramas de raios-X para didmetros do bico do atomizador: __ (preto) Imm,

(vermetho) 0,7mm,  (verde) 0,5mm. Temperatura de entrada do ar 90°C; concentragio de

lipidios 85mM,; concentragio de manitol 36mM,; vazdo da solugdo de alimentagdo

20mL/min, temperatura da solugdo de alimenta¢io 60°C.

3.3.3.2. Propriedades fisicas
3.3.3.2.1. Atividade da dgua

Propriedades de solidos tais como fluidez, compactacgdo, desintegragdo, dissolucéo e
dureza s@o influenciadas pela absor¢do de agua pela amostra. A atividade da agua estd
relacionada com a agua livre ou disponivel no sistema, e determina a estabilidade fisica e
quimica de solidos estocados. E um parimetro importante para estruturas amorfas, pois esta
relacionado com a preservagéo da sua microestrutura, visto que a agua livre age como um
plastificante, reduzindo a temperatura de transi¢do vitrea e induzindo a cristalizagdo dos
solidos amorfos. A atividade da 4gua das estruturas lipidicas preparadas através da técnica
de secagem por atomizacdo manteve-se entre 0,3 e 0,4 (30 e 40%). Nenhuma variagio
expressiva foi observada nas amostras durante 30 dias de estocagem sob refrigeragio
(variagdo maxima de 15%). Segundo a literatura, a oxidacio de lipidios ocorre
principalmente em valores de atividade de agua acima de 0,6-0,7, devido a maior
mobilidade das moléculas e a maior disponibilidade da 4gua como reagente

[http://trc.ucdavis. Edu/srdungan/fst100a/13water2/13water2.ppt98].
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3.3.3.2.2. Diametros geométricos e aerodindmicos e distribui¢dio de tamanhos

A Tabela 14 apresenta os didmetros geométricos, aerodindmicos e a distribui¢do de

tamanhos das particulas secas preparadas através da secagem por atomizag@o.

Tabela 14: Didmetros geométrico e aerodinamico e distribuicdo de tamanhos das particulas

produzidas através da secagem por atomizagdo.

Ensaio Didmetro geométrico Didmetro aerodinimico
Principal Distribuicio de Médio Distribuicao de tamanhos

fum] tamanheos [um] [um] [um] (frequéncia) [%]

2 3 0,5-185 1,25 <0,5 (30); 0,5-3 (70)

31 4 0,5-18,5 1,42 <05 (25); 0,5-3,5 (75)

43 1/4* 0,5-19,5 1,77 <0,5(20); 0,5-4,5 (80)

44 1/4* 0,5-19,5 1,71 <0,5 (20); 0,5-4,5 (80)

46 1/4* 0,5-17,5 1,64 <0,5 (20); 0,54 (80)

* Distribuicdo bimodal

Os didmetros geométricos (pico principal) mantiveram-se entre 1 € 4pm, em uma
distribuigdo bimodal para a maioria dos experimentos. O didmetro aerodindmico (médio)
foi aproximadamente 1,5um, com baixa dispersdo em torno da média. Comparando estes
resultados pode ser concluido que as particulas secas tem didmetros na faixa de 1-2um, e
que elas podem formar aglomerados fracos, facilmente dispersaveis. No caso das medidas
obtidas através do microscopio Otico (didmetro geométrico), o método de dispersdo das
particulas sobre a ldmina de vidro foi mais suave, quando comparado com o método de
disperséo usado nas medidas de didmetro aerodindmico, onde as particulas sdo succionadas
de um prato giratério e aceleradas através de um Venturi, ocasionando a quebra dos
aglomerados. Somando-se a esses resultados os valores de densidade obtidos (p), proximos
de lg/em’, tem-se que os didmetros aerodindmicos (Daer) € de Stokes (D) sdo muito

proximos, uma vez que a relagio entre eles é: Dye=D * p*°.
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Adicionalmente, os didmetros aerodindmicos das particulas s6lidas apresentaram

uma distribuigdo do tipo RRB, e foram menores que 5um para todas as formulacdes,
indicando que a técnica de secagem por atomizacdo € promissora para a produgdo de

particulas Uteis para administrag@o pulmonar.

3.3.4. Influéncia da concentragdo de manitol

A influéncia da concentracdo de manitol e a sua incorporagdo nas particulas foi

analisada através da cristalinidade, da morfologia e da transigfo de fases das particulas.

3.3.4.1. Cristalinidade

A presenga de manitol na dispersdo lipidica produz particulas secas mais amorfas,
conforme mostrado na Figura 16. De acordo com Kikuchi et al.[1991], quanto mais amorfa
a estrutura solida, mais facilmente ela ¢ hidratada com solu¢Bes aquosas. Esta caracteristica
¢ desejavel em particulas secas para uso farmacéutico devido a sua maior
biodisponibilidade. Além do mais, a presenca de manitol nas estruturas solidas aumenta a
eficiéncia da hidratagdo através do aumento da area superficial dos lipidios. Entretanto, este
efeito depende da incorporagio total do manitol na matriz lipidica. O pico tnico visualizado
no difratograma de raios-X da Figura 17(a), referente a dispersdo lipidica contendo 36mM e
85mM de manitol e lipidio, respectivamente, indica a total incorporagdo do aglicar neste
nivel de concentragdo. Os difratogramas de raios-X das Figuras 17(b) e (c¢), referentes a
maiores concentragdes de manitol, de 170 e 295mM, respectivamente, revelam a presenga
de agucar nfo incorporado, detectado através dos picos adicionais, caracteristicos do
componente puro (Figura 12(b)). A densidade das particulas secas com manitol totalmente
incorporado foi 0,94g/cm’, aumentando para 0,96g/cm’ e 1,02g/cm’ para concentracdes de

manitol de 170 e 295mM, respectivamente.
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Figura 16: Efeito da presenga de manitol na cristalinidade das particulas secas.
Difratogramas de raios-X: __ (preto) concentragio de manitol 13mM (M1),  (vermelho)
sem manitol (M0). Temperatura de entrada do ar 90°C; concentragdo de lipidios 20mM;

vazdo da solugdo de alimenta¢do 3mL/min.
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Figura 17: Efeito da concentragdo de manitol na cristalinidade das particulas secas.

Difratogramas de raios-X para concentragdes de manitol de: (a) 36mM (experimento 31),
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(b) 170mM (experimento 43), (c) 295mM (experimento 44). Temperatura de entrada do ar
90°C; concentracdo de lipidios 85mM; vazio da soluggo de alimentagdo 20mL/min.

Adicionalmente, foi observado que a massa aderida a parede do ciclone foi bem
menor, conduzindo a um maior rendimento do processo em relagdo a recuperagdo do
fosfolipidio, de respectivamente 24 e 31% para os experimentos 43 e 44. Nestes ensaios, a
relagdo massica antes e ap0s o processo de secagem por atomizagéo entre o fosfolipidio e o
manitol nfo se manteve constante, tendo o fosfolipidio apresentado uma maior recuperagio.
Isto pode ser explicado pela baixa eficiéncia de recuperagdo de particulas finas pelo

ciclone.

3.3.4.2. Morfologia

As microscopias eletrénicas de varredura apresentadas na Figura 18 comparam as

caracteristicas morfoldgicas das particulas secas processadas através de diferentes

condi¢Ges operacionais de secagem.
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®

Figura 18: Microscopias eletrénicas de varredura das particulas: (a) epikuron 200SH
(experimento 46: V=20mL/min, T=90°C), (b) manitol (experimento 47: V=20mL/min,
T=90°C), (c) epikuron 200SH e manitol (experimento 2: V=3mL/min, T=90°C,
Cep=45mM, Cman=20mM), (d) epikuron 200SH e manitol (experimento 31: V=20mL/min,
T=90°C, Cepk=85mM, Cman =36 mM)., (e) epikuron 200SH e manitol (experimento 43:
V=20mL/min, T=90°C, Ce=85mM, Cman = 170mM), (f) epikuron 200SH e manitol
(experimento 44: V=20mL/min, T=90°C, Cpx=85mM, Cman =295 mM).

As imagens mostram particulas homogéneas aproximadamente esféricas para o
lipidio puro ou contendo manitol incorporado (Figuras 18(a), (c), (d)). Os tamanhos das
particulas mantiveram-se principalmente entre 1-2um (sem aglomerados), dependendo das
condi¢des operacionais do processo de secagem, como ja apresentado na Tabela 14.

Particulas maiores foram produzidas quando manitol foi incorporado nas estruturas
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(Figuras 18(d) e 18(a)), e com o aumento da concentracio e da vazdo da solugdo de
alimentacdo (Figuras 18(d) e 18(c)). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos
através das medidas de tamanho de particulas em microscopio Otico e didmetro
aerodindmico. A auséncia dos cristais caracteristicos do manitol puro (Figura 18(b)) nas
imagens 18(c) e 18(d) confirmam a total incorporagdo do manitol nas microestruturas,
evidenciado pelos espectros de raios-X j& apresentados anteriormente. As figuras 18(e) e
18(f) apresentam as imagens para as amostras processadas com uma maior concentragio de
manitol. O agucar ndo incorporado pode ser visualizado através das estruturas em forma de

cristais nas imagens, caracteristicas do componente puro (Figura 18(b)).

3.3.4.3. Transicdo de fases

Os espectros de DSC das particulas secas contendo ou nio manitol na sua estrutura
sdo apresentados na Figura 19. Observa-se que as temperaturas de transigdo principal das
estruturas soOlidas foram 70°C e 75°C, para as particulas contendo ou nio manitol,
respectivamente. Essa diferenga € indicativa da incorporagdo do manitol na estrutura
lipidica. Adicionalmente, observa-se nos perfis mudangas de capacidade calorifica da
ordem de 0,4 J/g°C , tipicas de transi¢3o vitrea, a temperaturas de 23°C (amostra de lipidio
e manitol) e 30°C (amostra de lipidio), ‘sugeﬁndo a presenca de transi¢do vitrea nos sélidos
amorfos. Por outro lado, sabe-se da literatura que a temperatura de transi¢io vitrea do
manitol é de aproximadamente 15°C [Yu et al. 1998], justificando a reducio da suposta
temperatura de transi¢do vitrea na amostra contendo manitol. A temperaturas abaixo da
transi¢do vitrea existe uma mobilidade molecular minima, e com isso a cristalizagdo e a
oxidagdo dos materiais € acentuadamente reduzida. Portanto, para estabilidade das

particulas solidas, recomenda-se a sua estocagem a temperaturas abaixo da transi¢do vitrea.
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Figura 19: Efeito da concentragéo de manitol sobre as propriedades térmicas das particulas
secas. Espectros de DSC para: (a) concentragéo de manitol 36mM molar (experimento 31),
(b) sem mannitol (experimento 46). Temperatura de entrada do ar 90°C; concentragdo de

lipidios 85mM; vazio da solugdo de alimentagdo 20mL/min.
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3.3.5. Incorporacgdo do colesterol

A incorporagg@o do colesterol foi analisada através da cristalinidade e da morfologia
das particulas. A influéncia da presenga de colesterol na cristalinidade das amostras foi
analisada através dos espectros de raios-X apresentados na Figura 20. As amostras foram

processadas sob as mesmas condigdes operacionais, mas com diferentes concentragdes de

colesterol.
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Figura 20: Difrac8o de raios-X das amostras processadas sob as condigdes operacionais de
secagem: concentragdo de lipidio 85mM, vazdo da solugdo de alimentagdo 20 mL/min,
temperatura de entrada do ar 90°C, concentragio de manitol 36mM; com variagio da razio
molar de colesterol: _ (preto) experimento 31, sem colesterol (umidade relativa do ar de
32%), _ (vermelho) experimento 41, concentragio de colesterol 17mM (umidade relativa
do ar de 44%) e
relativa do ar de 43%)).

(verde) experimento 42, concentragdo de colesterol 25,5mM (umidade

Pode-se observar que a adicdo de colesterol conduziu ao aumento da cristalinidade
das amostras, sendo que este efeito foi diretamente proporcional a quantidade incorporada.
Isto pode ser explicado pelo preenchimento de locais anteriormente vazios na

microestrutura pela molécula de colesterol.
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A morfologia e as caracteristicas de superficie das amostras foi analisada através de

microscopia eletronica de varredura (Figura 21), em amostras processadas com a adi¢do de

colesterol na solucio de secagem.

(@ (b)

Figura 21: Microscopia eletrénica de varredura das amostras processadas sob as condi¢des
operacionais de secagem: concentragdo de lipidio 85mM, vazio da solugfio de alimentagdo
20 mL/min, temperatura de entrada do ar 90°C, concentragdo de manitol 36mM; com
variagdo da concentracdo colesterol: (a) 17mM (experimento 41), (b) 25,5mM

(experimento 42).

Através das micrografias apresentadas pode-se observar que as particulas secas sdo

homogéneas, aproximadamente esféricas, e que houve a incorporago do colesterol.
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4. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE FARMACOS

4.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.1. Lipossomas: estrutura e fungdo

Os lipossomas pertencem a uma classe especial de cristais liquidos, que sdo
moléculas que exibem simultaneamente, a certas temperaturas, algumas propriedades do
estado liquido como a mobilidade e outras do estado s6lido como o ordenamento. Sdo
compostos principalmente por uma classe especial de moléculas com atividade de
superficie, chamadas de anfifilicas ou anfipaticas. As principais moléculas formadoras dos

lipossomas sdo os fosfolipidios e os esterois [Lasic, 1993].

Os lipossomas, também chamados de vesiculas lipidicas, sdo estruturas esféricas,
compostas de bicamadas de lipidios que delimitam um compartimento aquoso interno
central. Essa estrutura permite a encapsulagdo de compostos de naturezas hidrofilica e
hidrofébica e liberagdo controlada do contetido encapsulado através da bicamada lipidica.
A Figura 22 apresenta a estrutura dos lipossomas com moléculas alojadas no seu interior e
superficie. Uma propriedade adicional dessas vesiculas ¢ a flexibilidade de variagdo de suas
propriedades através de mudangas na sua composi¢do € no método de preparagdo,

modulando-as para aplica¢Ges especificas.

Quanto ao numero de bicamadas e tamanho, os lipossomas podem ser classificados
em unilamelares pequenos (SUV — “small unilamellar vesicles”), com tamanhos da ordem
de nan6metros, unilamelares grandes (LUV - “large unilamellar vesicles”) ou
multilamelares (MLV — “multilamellar vesicles”), com tamanhos de até dezenas de
micrometros. A principal for¢a que mantém as vesiculas estaveis sio as interagGes
hidrofobicas entre as cadeias hidrocarboénicas, sendo que o tamanho da cadeia € diretamente
proporcional a for¢a de interagdo. Outras forcas responsaveis pela manutengdo das
estruturas sdo as interagdes eletrostaticas entre as cabegas polares, as interagdes de van der

Waals e pontes de hidrogénio [Lasic, 1993; Scarpa e Oliveira, 1998].
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. Anfifilicas

Hidrofilicas

Hidrofébicas

Figura 22: Associagio de moléculas a lipossomas (Adaptagio de Lasic, 1993).

As moléculas anfifilicas na bicamada podem estar em um estado gel, ou sélido, no
qual as cadeias hidrocarbdnicas exibem um empacotamento rigido e pouco movimento, ou
em um estado liquido-cristalino, ou fluido, onde as cadeias hidrocarbonicas estdo mais
desordenadas e possuem grande mobilidade. No estado gel as moléculas encontram-se na
conformagio “all-trans” (Figura 23(a)) e no estado liquido cristalino a conformagio ¢
“trans-gauche”, onde as cadeias hidrocarbénicas apresentam uma pequena angulagio para a

esquerda, ocupando um comprimento menor e uma maior area lateral (Figura 23(b)).

A temperatura de transigio da fase gel para a fase liquido-cristalina (Ty) € uma
caracteristica fisica importante da membrana e é em condigdes isobaricas, fungio da
composi¢do quimica da membrana, forga iGnica e pH do meio, e presenga de ions e
moléculas. Durante a transi¢io de fases ocorre um aumento na mobilidade das moléculas
devido ao aumento da energia cinética, e a transformagiio da conformagio “trans”, do
estado gel, para a “gauche”, do estado liquido-cristalino. Além da transi¢do de fases, alguns
sistemas também apresentam a pré-transigio de fases, alguns graus abaixo da transigdo
principal, onde as cadeias de hidrocarbonetos adquirem certa mobilidade, mas ndo a

mobilidade méxima. E normalmente dependente das forcas eletrostaticas e, portanto, esta
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relacionada com a cabega polar € ndo com as cadeias acilas. A energia envolvida na pré-

transi¢io de fases € inferior, se comparada com a transigio principal.

oy, A

Conformagao Conformagdo
trans gauche
(@) (b)

Figura 23: ConformacGes de uma molécula de lipidio no estado (a) gel - “trans”, (b)
liquido-cristalino ~ “gauche” (Adaptagdo de Scarpa e Oliveira, 1998).

Normalmente membranas compostas de misturas de lipidios ndo exibem a transi¢do
de fases, enquanto sistemas sintéticos puros apresentam uma dependéncia da temperatura
de transicio de fases em relagdo ao comprimento e grau de saturagio da cadeia
hidrocarbdnica, assim como da natureza da cabega polar. Quanto maior o tamanho da
cadeia hidrocarbdnica, maior € a temperatura de transicdo de fases, pois maior € a interagdo
entre as moléculas e, portanto, mais energia deve ser adicionada para que as cadeias
adquiram fluidez. Quanto maior o grau de insatura¢do da cadeia hidrocarbdnica, menor € a
temperatura de transi¢do de fases, pois a presenca de ligagdes duplas ou triplas causa uma
menor mobilidade das cadeias, diminuindo a interagdo hidrofobica e, assim, com uma
menor energia as cadeias adquirem fluidez. A natureza da cabega polar também interfere na
temperatura de transi¢do de fases, pois ligagdes mais fortes entre as moléculas resultam em

temperaturas mais altas.
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O colesterol pertence a classe dos esterdis e caracteriza-se por ser uma molécula
mais hidrofébica e volumosa, se comparada com os fosfolipidios. Com isso, a sua
incorporagdo as vesiculas aumenta a desordem na fase de baixa temperatura, fase gel,
fazendo com que as cadeias hidrocarbdnicas dos fosfolipidios adquiram uma certa
angulacdo, favorecendo a mobilidade e a fluidez, mesmo a temperaturas abaixo da transigdo
de fases. Esta € a razdo pela qual as membranas bioldgicas, que possuem colesterol, sdo
fluidas a temperatura ambiente, mesmo sendo a temperatura de transigio de fases dos
principais constituintes dessas membranas maior que a temperatura ambiente. J& a
temperaturas maiores que a de transicdo de fases, onde as moléculas encontram-se no
estado liquido-cristalino, a presenca do colesterol aumenta a ordem e diminui a fluidez,
produzindo a rigidez das bicamadas. Nessa situagdo, as moléculas do colesterol encaixam-
se entre as moléculas dos fosfolipidios, aumentando a retengdo de drogas hidrofilicas, assim
como a resisténcia & degradag@o do lipossoma in vivo. Estes fatos explicam a razio do
colesterol ser muito usado em formulagdes farmacéuticas. O colesterol também reduz a
intensidade da transi¢do de fases, sendo que, em concentragGes molares acima de 30% a

transi¢do de fases € praticamente eliminada [Grit e Crommelin, 1993].

Os lipossomas despertaram muito interesse nas areas de quimica, indistria
alimenticia, agricultura, ciéncias da vida e saude. As suas caracteristicas fisico-quimicas, a
sua grande versatilidade estrutural e algumas propriedades fundamentais explicam a grande
potencialidade e o elevado numero de estudos realizados com estes sistemas. Nas
aplicagbes médicas, caracteristicas importantes sdo a biocompatibilidade, que se deve a sua
biodegradabilidade, baixa ou nula toxicidade e auséncia de imunogenicidade. Além disso,
eles podem ser administrados por todas as vias, e podem ser direcionados para sitios
especificos do organismo através de modificagSes fisicas ou quimicas na sua superficie
[Cruz, 1996].

4.1.2. Métodos de preparacéao dos lipossomas

Os lipossomas podem ser preparados através de diversos métodos. Muitas vezes a
composi¢do lipidica ou a sensibilidade do material a ser encapsulado imp3e o procedimento

de preparacdo a ser utilizado ou, no minimo, exclui aqueles que podem danificar seus
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constituintes. A sele¢co do método de preparagio constitui um dos itens fundamentais do

projeto de lipossomas para aplica¢Oes especificas.

Em geral, a preparacdo das vesiculas lipidicas envolve trés etapas: inicialmente hé a
formacdo de uma superficie lipidica seca, contendo geralmente uma mistura de lipidios,
formada através da evaporacdo dos solventes orgédnicos utilizados para a solubilizagdo da
mistura. A segunda etapa ¢ a de dispersdo ou hidratagio dos lipidios em um meio aquoso
que pode conter o material a ser encapsulado e, na Gltima etapa, a de homogeneizagéo, sdo
obtidas dispersdes homogéneas de lipossomas, com a formagdo das vesiculas de interesse.

A seguir serdo descritos os métodos para a preparag@o dos lipossomas.

4.1.2.1. Método do filme seco de lipidios

Também chamado de método de Bangham, este método inicia-se com a dissolugdo
do lipidio, ou da mistura de lipidios, em um solvente organico, normalmente cloroférmio.
Em seguida ¢ feita a evaporagdo do solvente organico sob vacuo, resultando na formagdo
de um filme lipidico na parede interna do recipiente. Adiciona-se entdo uma solugdo aquosa
para a hidratagdo do filme, mantendo o sistema a uma temperatura superior a de transi¢do
de fases dos lipidios (Ty), e sob agitagdo. As vesiculas formadas sdo predominantemente
multilamelares, com distribui¢do de tamanho heterogéneo. O filme produzido, conhecido
como filme lipidico de Bangham, possui um grau de cristalinidade que limita a sua
capacidade de hidratagcdo, quando comparado com produtos mais amorfos. Este método,
apesar de muito usado em laboratério, ndo € adequado para processos em grande escala
[Lasic, 1993; Kikuchi et al., 1991].

4.1.2.2. Injecio de solventes volaiteis

Neste método o lipidio ¢ dissolvido em um solvente volatil, por exemplo etanol ou
éter, e a solugio rapidamente injetada em uma fase aquosa bem agitada. Como resultado,
sio produzidas solugdes de SUV’s diretamente, obtendo-se vesiculas regulares
monodispersas de tamanho variavel, dependendo das condi¢cGes de inje¢io do solvente
[Kremer et al., 1977; Cafiso et al., 1979]. As vantagens deste método sdo a simplicidade, a
capacidade de obtencdo de vesiculas unilamelares em uma s6 etapa, a auséncia de

tratamentos fisicos ou quimicos nocivos, além da possibilidade do aumento de escala do
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processo. As desvantagens sdo a baixa produtividade, a etapa adicional para a remogdo do

solvente, e os riscos da sua presenga no produto [Lasic, 1993].

4.1.2.3. Método da remocio de detergente

Trata-se de um método muito ameno, ndo agressivo, e, desta forma, pode ser usado
com moléculas sensiveis aos outros tipos de tratamento. A solucdo inicial neste caso € uma
solugdo coloidal de micelas de moléculas de detergente/fosfolipidios, onde posteriormente
deve ocorrer a remog¢do das moléculas de detergente. A remocdo pode ser feita através de
diluicdo, didlise ou filtraco em gel. Foi observado que a cinética de remogdo do
detergente/formag@o das vesiculas influencia o tamanho dos lipossomas formados. A
vantagem € que este método € muito flexivel, permitindo a preparacdo de uma grande
variedade de lipossomas. As desvantagens sdo que as concentragfes de lipidio sdo baixas,
normalmente até 20mM, o procedimento de preparacdo inclui varias etapas e a presenca de
moléculas de detergente ndo removidas pode causar um aumento na permeabilidade da
bicamada [Lasic, 1993].

4.1.2.4. Método de secagem por atomizacio

Lipossomas podem ser produzidos a partir da hidratacdo de particulas lipidicas
secas por atomizagfo. Adicionalmente, o material a ser encapsulado pode ser adicionado &
solugdo de alimentagdo, havendo a incorporagio da substidncia na matriz solida. As
particulas formadas por este método podem ser estocadas por longos periodos em
refrigerador, e sua grande area superficial e grau de cristalinidade proporcionam uma
elevada eficiéncia de hidratagdo. O processo de hidratagdo ¢ feito com uma solugdo aquosa,
e a dispersdo de lipossomas é formada por vesiculas multilamelares. Além da estabilidade
de estocagem, outras vantagens desta técnica sdo: o baixo custo, a pureza do produto, facil
operagdo do equipamento, boa reprodutibilidade, grande versatilidade na composi¢io das
vesiculas, alta eficiéncia de encapsulacdo, elevada produtividade e facilidade de aumento
de escala do processo. Além disso, a adigdo de aglicares na solugdo de alimentagio do
equipamento, tais como trealose ou manitol, aumenta o rendimento do processo, protege o
material na secagem e na subseqiiente estocagem, assim como forma particulas secas mais
amorfas e, portanto, mais facilmente hidratadas [Kikuchi et al., 1991; Lasic, 1993].
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4.1.2.5. Método da desidratacio-rehidratacio (DRV/LMLY)

O aparecimento das vesiculas desidratadas-rehidratadas (DRV - “dehydrate
rehydrate vesicles”) foi o primeiro passo que permitiu aumentar as expectativas para a
produgdo industrial de lipossomas. Essas vesiculas foram desenvolvidas por Kirby e
Gregoriadis [1984] e possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as MLV’s
preparadas pelo método de Bangham, porém podem apresentar eficiéncias de encapsulagdo

muito altas, resultando em altas concentragdes de soluto no seu interior.

Este método baseia-se na liofilizacBo de lipossomas na presenga do soluto
(desidratacdo), € na posterior rehidratagdo do produto liofilizado. Outro tipo de vesicula
desenvolvida que também apresenta alta eficiéncia de encapsulagio é a vesicula
multilamelar liofilizada (LMLV - “lyophilized multilamellar vesicle”), que é preparada
através da liofilizacdo dos lipidios e posterior hidratagio na presenga dos solutos. O
aumento da capacidade de incorporagdo nestes dois sistemas deve-se ao efeito de
concentragdo do soluto junto aos lipossomas, ou do lipidio, durante a desidratacdo e
rehidrata¢do, num volume minimo de agua, e ainda ao fato da hidratagdo ocorrer ndo em
um filme lipidico que funciona como barreira semi-permeavel a incorporagdo de solutos,

mas em um liofilizado.

Estes métodos sdo prejudicados principalmente pelos problemas envolvidos com as
técnicas convencionais de liofilizag@o, as quais sdo relativamente complexas e caras. Além
do mais, a taxa de produgio das vesiculas por este processo € limitada e, dependendo da
aplicagdo, ha a necessidade de utilizagdo de crioprotetores para que a estabilidade fisica dos
lipossomas seja preservada [Kirby e Gregoriadis, 1984; Redziniak e Meybeck, 1985; Cruz,
1996; Scarpa e Oliveira, 1998].

4.1.2.6. Método do Pré-lipossoma

Este método ¢ baseado na formagdo inicial de bicamadas lipidicas planas (pro-
lipossomas), quando a porcentagem de agua ou agua/etanol no meio é menor que 30%. A
vesiculagdo ocorre com a adigdo de excesso de dgua aos pro-lipossomas sob agitagdo
mecéanica, formando os lipossomas, que encapsulam qualquer ingrediente ativo. dissolvido

ou suspenso na fase aquosa. Este método apresenta como vantagens a facilidade de
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escalonamento, o baixo custo e a simplicidade [Perrett et al., 1991, Williams, 1992;
Arnaud, 1995; Ganter e Volker, 1997].

4.1.3. Métodos de reducio e homogeneizacdo de tamanhos dos lipossomas

Para a redugdo e homogeneizagdo dos lipossomas multilamelares podem ser
utilizadas varias técnicas. Uma delas € a extrusio, que é um tratamento mecanico, que
consiste em forgar a passagem da dispersdo de MLV’s através de uma membrana de
policarbonato, com tamanho de poro bem definido, sob alta pressdo (até 100atm) e a
temperaturas superiores & temperatura de transi¢do de fases dos fosfolipidios. Este método
¢ o mais indicado para a homogeneizagdo de lipossomas em escala de laboratorio, devido &
possibilidade de aplicagdo para uma grande variedade de lipidios e suas misturas, e a
reprodutibilidade. As vesiculas obtidas possuem estreita faixa de distribui¢do de tamanhos e
didmetro médio semelhante ao do poro da membrana. Uma desvantagem do método ¢ a
necessidade de varias extrusGes para a obtengdo de vesiculas unilamelares com distribuigdo
homogénea de tamanhos.

A sonicagdo € um tratamento mecdnico que pode ser realizado direta ou
indiretamente na dispersdo de MLV’s. No primeiro caso a sonicagdo € feita diretamente nas
vesiculas, enquanto no segundo caso a amostra em um recipiente é colocada em um banho
com sonicag8o. As vesiculas obtidas por este método sdo menores que as extrudadas, €
apresentam uma faixa maior de distribui¢io de tamanhos. Este método, no entanto, pode

provocar a degradacfio dos lipidios [Lasic, 1993].

Na prensa francesa a solugéio de MLV’s é forgada através de um orificio pequeno e
ajustavel de um cilindro, a pressdes de até 25000psi e, apOs varias passagens, Sd0
produzidas SUV’s. As desvantagens deste método sio que as concentragdes iniciais de
lipidios devem ser baixas, inferiores a 20mM, e também as vesiculas produzidas ndo
possuem uma distribui¢do de tamanhos bem definida. No entanto, este método é adequado

para o aumento de escala, além de ser de baixo custo.

Na microfluidizagdo a dispersdo de lipossomas circula sob alta pressdo através de
um pré-filtro, quando entdo ¢ injetada em uma camara de interagdo. Na cAmara & suspensio
¢ dividida em dois fluxos que subseqiientemente colidem a velocidades extremamente altas,

em micro-canais definidos dimensionalmente. A dispersdo de lipossomas ¢ reciclada até
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que o tamanho das vesiculas torne-se adequado. As vantagens deste método s&o que podem
ser operados volumes desde S50mL até muitos litros, permitindo assim o aumento de escala
de produgdo das vesiculas, num intervalo de temperatura de 20 a 90°C, e pressdes de 0 a

200atm, além das altas concentragdes iniciais, que podem ser de até 300mM.

4.1.4. Escalonamento da producdo de lipossomas

Apesar dos varios métodos existentes para a produgo de lipossomas em escala de
laboratorio, somente a inje¢do de solventes volateis, a hidratagio de particulas produzidas
por secagem e o método do pro-lipossoma séo escalonaveis. Entre esses, os que apresentam

maiores vantagens sdo os dois dltimos.

Perrett e colaboradores [1991] caracterizaram os lipossomas formados através do
método do pro-lipossoma. A mistura inicial era formada através da agitagio a 60°C de
lecitina do ovo (EPC — “egg phosphatidylcholine™), etanol e tampéo Tris-HCI (pH 7,4).
Quando a mistura era resfriada a temperatura ambiente, os pro-lipossomas eram formados.
Eles observaram que a estrutura da mistura pro-lipossoma variou com a relago massica do
lipidio, etanol e tampdo, assim como com o lipidio usado e a temperatura. A posterior
adicio de tampdo levou a formaglio de lipossomas multilamelares, com distribui¢do
bimodal de tamanhos entre 100 e 2000nm e didmetro principal da ordem de 500nm. Os
lipossomas apresentaram alta eficiéncia de encapsulagéio principalmente de compostos
hidrofobicos. Este método também foi descrito na patente americana dos autores Ganter e
Volker [1997]. A preparacgdo do pro-lipossoma foi feita em um agitador do tipo moinho de
bolas, a partir de uma mistura composta de lecitina (50 a 90% peso), solubilizador
(normalmente etanol, 15 a 50% peso), agua (0 a 10% peso) e o composto hidrofilico ou
lipofilico a ser incorporado (0 a 20% peso). As estruturas formadas eram lamelares longas.
A preparagdo dos lipossomas foi feita em um agitador do tipo moinho de bolas, a partir de
uma mistura composta de lecitina (1 a 30% peso), solubilizador (normalmente etanol, 1 a
15% peso), agua (35 a 95% peso) e o composto hidrofilico ou lipofilico a ser incorporado
(0 a 5% peso). A distribui¢do de tamanhos das vesiculas multilamelares variou de 1 a 2um
ou de 2 a Sum, dependendo da quantidade de agua/composto da mistura (1/85,5 e 4/82,5
respectivamente). Os lipossomas unilamelares preparados a partir de pré;ﬁpossomas

apresentaram uma distribui¢iio de tamanhos entre 50 a 100nm.
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A técnica de secagem por atomiza¢do representa uma alternativa que permite a
produgiio em grande escala de particulas amorfas, que posteriormente, apos hidratac@o,
formam os lipossomas. Este método € particularmente vantajoso quando o composto
encapsulado € instavel e deve ser preparado imediatamente antes do seu uso. Os
equipamentos envolvidos nesta técnmica sdo simples e baratos, além do mais, a energia
necessaria para a atomizagdo da solugiio e evaporagiio do solvente € bem menor que a
energia consumida pela técnica da liofilizacdo, e ndo hé necessidade de utilizagdo de

produtos adicionais para protegéo [Redziniak e Meybeck, 1985].

Skalko-Basnet e Pavelic [2000] estudaram a secagem por atomizagéio de lipossomas
vazios de lecitina e manitol em cloroférmio. Formulagdes adicionais contendo
B-ciclodextrina e droga também foram secas pelo mesmo método. Os lipossomas secos
foram hidratados com tampdo fosfato salino (PBS — “phosphate buffer saline™) e
caracterizados. Eles observaram que o principal fator que influenciou o tamanho dos
lipossomas foi o volume do meio aquoso usado na hidratagéio do produto atomizado. N&o
houve diferengas no tamanho ou na encapsula¢io em lipossomas preparados imediatamente
apos a produgiio dos pds ou apés um ano de estocagem a 4°C, sendo as vesiculas mais
estaveis as preparadas a partir de formulages de lipidio, droga e ciclodextrina. Kim e Kim
[2001] estudaram particulas compostas de fosfolipidios e Amfotericina B produzidas
através de secagem por atomizacgiio. Apos hidratac@io das particulas com tampédo fosfato
foram formadas estruturas na forma de vesiculas bilamelares (lipossomas) além de
complexos de fosfolipidios-Amfotericina B. A habilidade hemolitica das particulas foi

menor, se comparada com a droga livre, e ndo houve perda da atividade anti-fingica.

A secagem de vesiculas multilamelares pré-formadas e subseqiiente reconstituigio
por hidratagdo das particulas secas foi estudada por Goldbach e colaboradores [1993i, ii].
Os lipossomas eram compostos de fosfatidilcolina da soja e lactose. Os didmetros das
particulas secas foi de 7 ou 3,5um, respectivamente com o uso de atomizador rotatério ou
esguicho. O tamanho das vesiculas ndo foi significativamente afetado apo6s rehidratacéo, e a
estabilidade quimica dos fosfolipidios ndo foi afetada pelo processo. Foi encapsulado
sulfato de atropina como modelo de droga hidrofilico, com uma eficiéncia de 4-6%, mas
houve uma alta perda da droga encapsulada durante o processo de secagem, de 65-80%. Por
outro lado, a-tocopherol foi incorporado nas vesiculas com uma eficiéncia de 92%, e ndo

foi observada perda da droga durante o ciclo de desidrataggo-rehidratacéo.
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4.1.5. Producdo industrial de lipossomas

Os primeiros produtos cosméticos contendo lipossomas foram langados em 1986,
pela 1’Oreal (Niosomes®) e pela Christian Dior (Capture®) [Redziniak et al., 1995]. As
patentes registradas nesta area incluem processos envolvendo emulsificag@o, liofilizagdo e

secagem por atomizagéo.

Um exemplo € a patente americana n° 4508703, de 1985, registrada pela Christian
Dior, na qual é desenvolvida uma metodologia para a produgfio de uma mistura em forma
de po de constituintes lipidicos (por exemplo, a lecitina) e hidrofobicos (por exemplo, o
colesterol) que, posteriormente, apds hidratacfio, formam os lipossomas. O objetivo desta
patente foi o de solucionar os problemas dos métodos anteriormente utilizados, tais como a
utilizacio de agentes protetores para o congelamento dos lipossomas, incompativeis para o
uso in vivo, o alto custo dos equipamentos assim como o alto consumo de energia. O
método proposto ¢ simples e permite a produgo continua de grandes quantidades de
misturas em forma de pé e, subseqiientemente, de lipossomas, sendo aplicavel para a

preparacg@o de produtos tanto para a drea cosmética quanto para a farmacéutica.

Desde 1992 estfio no mercado farmacéutico dois produtos com lipossomas, os quais
tém trazido varios beneficios para os pacientes. Um deles é 0 AmBisome o outro € o Doxil.
Este Gltimo caracteriza-se por ser um lipossoma do tipo “stealth”, que contém em sua
formulac@io polietilenoglicol. A presenca do polimero aumenta a estabilidade fisica das
vesiculas, o tempo de circulagdio na corrente sanguinea, assim como a estabilidade da droga
encapsulada. Esta formulagiio mostrou ser muito efetiva na terapia de vérios tumores de
céancer [Lasic, 1993].

Com isso, a partir da década de 80, da indistria farmacéutica & alimenticia, da
quimica & cosmética, o numero de patentes registradas aumentou, evidenciando o
crescimento econdmico criado pelos lipossomas e provando o impacto comercial presente e
futuro. Desta forma, existem centenas de produtos no mercado que necessitam deste
microveiculo e, principalmente na industria farmacéutica, ha a necessidade de fabricagdo de
lipossomas em grande escala. Muitos dos problemas associados & preparagiio dos
lipossomas ja foram solucionados, e, atualmente, pode-se considerar projetos de
formulagGes mais sofisticados, ©0s quais apresentam numerosas vantagens para
desenvolvimentos futuros [Redziniak et al., 1995].

WNICAMP
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4.1.6. Agitacdo mecdinica - Tipos de impelidores e regimes de mistura

A agitacio é um processo que fornece movimento ao liquido, auxiliando a
realizagdo dos processos quimicos ou fisicos. Os equipamentos utilizados na agitagdo
mecanica consistem normalmente em um tanque cilindrico, impelidores € um motor. A
escolha da melhor configuracdo do sistema de agitagiio é baseada na analise dos objetivos
da aplicag@o, nas caracteristicas do produto e seus componentes, bem como nos requisitos

operacionais.

Os impelidores s3o responsaveis pela transferéncia de movimento ao fluido, e varios
tipos sdo disponiveis para utilizagdo em aplicagdes especificas. Podem gerar padrbes de
fluxo axial, tangencial ou radial, dependendo da diregdo dos componentes de velocidade em
relagdo ao eixo do impelidor. Fluxos radiais atuam perpendicularmente, os tangenciais

junto ao circulo de rotagio e os axiais paralelamente ao eixo.

Os impelidores s &o c lassificados d e acordo com o regime de mistura, laminar ou
turbulento. No regime laminar o impelidor usado deve ter o didmetro proximo ao do
tanque, uma vez que o transporte de quantidade de movimento € baixo. Dois tipos de

impelidores tipicos utilizados no escoamento laminar s3o apresentados na Figura 24.

(a) tipo ancora (b) tipo hélice

Figura 24: Impelidores utilizados no escoamento laminar.

No regime de mistura turbulento, os impelidores usados possuem didmetro menor,
se comparados com os utilizados no escoamento laminar, da ordem de % a 4 do didmetro
do tanque, os quais proporcionam uma eficiente transferéncia de movimento. Os principais

impelidores utilizados no regime turbulento sdo apresentados na Figura 25.
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(a) tipo naval (b) tipo pas inclinadas

() tipo turbina (d) tipo pé dentada
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(e) impelidor de alto cisalhamento

Figura 25: Impelidores utilizados em escoamento turbulento.

Os impelidores do tipo naval formam padrio de fluxo axial € operam normalmente a
altas rotagdes. Apresentam boa eficiéncia em termos de fluxo de massa por unidade de

poténcia, sendo por isso utilizados em processos em que o bombeamento € o fator mais
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importante. Os impelidores do tipo pas geram componentes de velocidade radiais e
tangenciais, enquanto o movimento axial € gerado se as pas sdo inclinadas. Estes
impelidores promovem um alto bombeamento e sdo utilizados principalmente para
suspensdo de solidos. No caso dos impelidores do tipo pa dentada, eles também promovem
alto cisatlhamento. As componentes de velocidade geradas pelos impelidores do tipo turbina
sio radiais e tangenciais, e eles s@o utilizados em processos que necessitam de alta
turbuléncia e tensGes de cisalhamento. No impelidor de alto cisalhamento apresentado na
Figura 25(e) a mistura é bombeada na regido central e, pelo formato do impelidor, todo o
liquido é forgado a passar através de furos dispostos lateralmente ao fluxo. Esse tipo de
impelidor apresenta baixo bombeamento, requerendo, em alguns casos, a utilizagdo
conjunta de agitador tipo dncora. Apresenta a vantagem de facil escalonamento, que ¢ feito
pelo simples aumento da quantidade de orificios do impelidor utilizando-se o critério de

ampliagdo torque/volume [Nunhez, 2002].

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material

= Fosfatidilcolina natural da soja, purificada, hidrogenada, adquirida da Lucas Meyer:
Epikuron 200SH;

= Hepes, colesterol, diministoilfosfatidiletanolamina (DMPE) e
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) adquiridos da Sigma Chemical Co.;

= Cloroférmio, perdxido de hidrogénio e acido ascorbico P.A. adquiridos da Merck;
= Alcool etilico, alcool metilico, cloreto de sédio P.A. e manitol adquiridos da Synth;

= Molibdato de amdnio adquirido da Ecibra;
= Acido sulfirico P.A. adquirido da Erich Ltda.;

»  Agua bidestilada e deionizada em sistema milli-Q.
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4.2.2. Métodos

Foram utilizados dois métodos para a preparagio dos lipossomas: o método de
hidratagdo do filme seco ou de Bangham e o método da hidratagdo das particulas sélidas

produzidas através de secagem por atomizagio.

4.2.2.1. Preparacio de lipossomas através do método de Bangham

Lipossomas com o fosfolipidio natural Epikuron 200SH foram preparados pelo
método de Bangham, para comparagdo das suas propriedades com os preparados a partir
dos fosfolipidios sintéticos distearoilfosfatidilcolina (DSPC -
“distearoylphosphatidylcholine™), dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE -
“dimiristoylphosphatidylethanolamine™) e colesterol (40/20/40) [Lima, 2001]. Os
lipossomas foram compostos de 60% de Epikuron 200SH e 40% de colesterol
(porcentagens molares), a uma concentragdo total de lipidios inicial (Lo) de 7,5mM. A
preparagdo foi feita em evaporador rotatorio da Fisatom e banho térmico da Yamato. A
hidratacdo do filme seco de lipidios foi feita & 65°C, com alta velocidade de rotagdo, por 30
minutos, usando tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM) pH 7,4.

Apds a hidratagdo, a dispersdo de lipossomas multilamelares era sonicada por 30
minutos em banho e, apés 2,5 horas de repouso, era extrudada em membrana de
policarbonato com didmetro nominal de poro de 100nm para reducdo e homogeneiza¢do de
tamanhos. A extrusdo foi realizada em um equipamento de ago inox, com volume de 10mL
e camisa térmica para a circulagdo de agua, modelo T.001 da Lipex Biomembranes Inc.,
sob pressdo de aproximadamente 15Kgf/cm’ e temperatura de 65°C. Este procedimento era
repetido 15 vezes para garantir a preparagdo de vesiculas unilamelares pequenas (SUV’s),

com didmetros de aproximadamente 100nm.

4.2.2.2. Hidratacfdo das particulas secas: preparacao ¢ homogeneizacio dos lipossomas

As particulas secas foram hidratadas com solugdo tampdo Hepes/NaCl
(10mM/120mM) pH 7,4. O produto seco foi hidratado de duas formas: através de agitacdo
rotatoria ou através de agitagio mecinica. Na hidratacio com agitagdo rotatoria o produto

seco foi colocado em um baldo de fundo redondo (massa correspondente a concentragdo de
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5 a 7mM), onde foi adicionada a solucdo tamp@o, e o baldo foi mantido sob rotago, a 65°C,

por 30 minutos.

A hidratagdo com agitacdo mecénica foi feita em duas etapas, visando uma maior
eficiéncia de incorporagdo do meio aquoso. Inicialmente uma quantidade de particulas era
colocada em um béquer encamisado, mantido a 65°C, e era adicionado tampio em volume
correspondente a formacgio de fase lamelar plana (menos de 30%). A mistura com
consisténcia pastosa era mantida sob agitagdo a 100 rpm durante 15 minutos com um
agitador do tipo ancora (Figura 24(a)). Posteriormente, o restante do volume aquoso
tamponado era adicionado (volume final de 30mL), e tinha inicio a segunda etapa da
agitagdo, para a obtengdo de fase lamelar com excesso de agua, e formagéo dos lipossomas.
Visando a formagé@o e também a homogeneizac¢io e redugio do tamanho dos lipossomas em
uma unica etapa, foi utilizado um agitador mecénico especial de alto cisalhamento,
construido pela empresa Kroma Equipamentos Especiais Ltda.. Neste tipo de agitador, a
mistura era bombeada na regido central, e pelo formato do impelidor todo o liquido era
forcado a passar através de furos de 1mm ou de 0,3mm de didmetro dispostos lateralmente
ao fluxo, causando assim alto cisalhamento (Figura 25(e)). Também foi utilizado na

segunda etapa da agitagdo o impelidor do tipo pa dentada (Figura 25(d)).

4.2.2.2.1. Estudo da reducdo e homogeneizacdo de tamanhos dos lipossomas

No estudo da redugiio e homogeneiza¢io de tamanhos dos lipossomas foram
analisadas a influéncia da velocidade de agitacdo e as caracteristicas do agitador de alto
cisalhamento sobre o didmetro médio e distribui¢do de tamanhos dos lipossomas formados.
Foram usadas velocidades de agitagio de 1000, 2000, 3000 ou 4000rpm, ¢ didmetros de
furo do agitador de 0,3 ou lmm, no tempo de 1 hora, ¢ temperatura de 65°C. Também
foram realizados ensaios com o impelidor do tipo pa dentada nas velocidades de agitagdo

de 2000 ou 4000rpm, no tempo de 1 hora e temperatura de 65°C.
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4.2.2.3. Caracterizacio dos lipossomas
4.2.2.3.1. Concentragdo total de lipidios (L)

A concentragdo total de lipidios foi determinada através do ensaio fosfato, método

descrito por Chen et al. [1956] (item 3.2.2.8.1).

4.2.2.3.2. Medidas de diametro médio e distribuicdo de tamanhos das vesiculas

O diametro médio e a distribuicdio de tamanhos das vesiculas foram determinados
por espectroscopia de espalhamento de luz de alta freqiiéncia, obtida por incidéncia de raios

laser (método quasi-elastic light scattering, QELS), em um equipamento da Malven

Autosizer, modelo 4700.

4.2.2.3.3. Temperatura e energia de transi¢do de fases

As temperaturas e energias necessérias para a transicdo de fases dos lipossomas
foram obtidas através da técnica de microcalorimetria diferencial de varredura (microDSC).
Os experimentos foram realizados em um equipamento da Microcal Inc., modelo VP-DSC
microcalorimeter, com varreduras na faixa de 20 a 80°C, a uma taxa de 30°C/hora ou
0,5°C/minuto. A temperatura e energia de transi¢dio de fases foram determinadas para
avaliacio do empacotamento de lipidios nos lipossomas vazios de Epikuron 200SH
preparados pelo método de B angham. P ara lipossomas preparados a partir das particulas
secas por atomizago esses pardmetros foram determinados para avaliagdo da incorporago
de c olesterol nas e struturas (condigdes o peracionais da secagem: ¢ oncentragéo d e lipidio
85mM, concentracdo de manitol 36mM, vazdo da solu¢do de alimentacdo 20ml./min,
temperatura de entrada do ar 90°C, e com variagdo da concentragdo de colesterol 17mM

(experimento 41), 25,5mM (experimento 42), sem colesterol (experimento 31)).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Temperatura de transicdao de fases do Epikuron 200SH

A microcalorimetria diferencial de varredura do fosfolipidio Epikuron 200SH ¢
apresentada na Figura 26. Pode-se observar que a temperatura de transicio de fases do
Epikuron 200SH ¢é de aproximadamente 50°C, valor este entre as temperaturas de transi¢io
de fases do DSPC e do DPPC, que sdo de 55°C e 41°C, respectivamente [Lasic, 1993].
Logo, a preparagdo dos lipossomas a temperatura de 65°C garante a presenca da fase
liquido-cristalina nas membranas. Adicionalmente foi obtida a energia necessaria para a

transi¢do de fases, que foi de 6110 calorias ou 25540 Joules.

Area = 6110,31731cal
251 Tm=5038777°C
T1/2 = 2.84962°C

2,04
1.5~

1.0 4

Cp (kcal/mole/°C)

0.5

0,0+

13 M ¥ T ¥ T ¥ ! + N ¥ N t

30 35 40 45 50 55 80 65
Temperature (°C)

Figura 26: Anilise de microcalorimetria de lipossomas vazios 7,5mM de Epikuron 200SH.
4.3.2. Producdo de lipossomas por agitacdo mecdnica

4.3.2.1. Diametro principal e distribuicio de tamanhos

A influéncia do tipo de impelidor e da velocidade de agitacdo sobre o diametro

principal e a faixa de distribui¢do de tamanho dos lipossomas € apresentada na Tabela 15.
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Tabela 15: Influéncia do tipo de impelidor e da velocidade de agitacdo (v) sobre o

diametro principal e a faixa de distribui¢do de tamanhos dos lipossomas.

v Tipo impelidor Dyrincipal Distribui¢cio tamanho
[rpm] [nm] [nm]
1000 Impelidor Kroma 2640 1848-4117
(1mm)
Impelidor Kroma 2575 1674-3341
(0,3mm)
2000 pa dentada 2882 2038-3716
Impelidor Kroma 1937 1409-2347
(1mm)
Impelidor Kroma 2192 1416-2826
(0,3mm)
3000 Impelidor Kroma 2843 2643-3100
(1mm)
Impelidor Kroma 2478 1684-3071
(0,3mm)
4000 pa dentada 4482 3398-5660
Impelidor Kroma 4344 4129-4652
(Imm)
Impelidor Kroma 2465 1761-2934
(0,3mm)

Pode-se observar que o tipo de impelidor e a velocidade de agitagio influenciam o
didgmetro principal e a distribuicdo de tamanhos dos lipossomas formados. O impelidor do
tipo pa dentada produziu lipossomas maiores € com uma maior faixa de distribuicio de
tamanhos se comparado com os lipossomas produzidos pelos knpeﬁdorés de alto

cisalhamento da empresa Kroma. Nos dois casos estudados do agitador Kroma (com
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didmetros de furo de 0,3 ou 1mm), os lipossomas formados ndo apresentaram grandes
diferencas, exceto a velocidade de 4000rpm, onde o didmetro principal dos lipossomas,
com o agitador de 1mm, foi da ordem de 4000nm, provavelmente devido & agregacdo das

vesiculas em decorréncia do nivel de energia imposto ao sistema.

Lipossomas com essas dimensdes sdo Uteis para aplicagbes imunologicas e de
anestésicos, sendo que os lipossomas aqui produzidos tém a vantagem de maior
uniformidade de tamanhos, se comparados com os multilamelares geralmente usados nestas

aplicagdes, e com os produzidos através do método do pro-lipossoma [Perrett et al., 1991].

De acordo com os resultados obtidos de didmetro médio e distribuicdo de tamanhos
de lipossomas, optou-se por utilizar em ensaios posteriores o impelidor Kroma com

didmetro de 0,3mm, & velocidade de agitagio de 2000rpm.

4.3.3. Incorporagdo de colesterol

As analises de microcalorimetria das particulas que continham em sua formulag3o
colesterol (experimentos 41 e 42), assim como das particulas secas obtidas a partir do
experimento 31 (sem colesterol), hidratadas sob agitacdo rotatoria, sdo apresentadas na
Figura 27. Pode-se observar que as temperaturas de transi¢do de fases foram semelhantes,
variando de 51,1 a 52,8°C. Também se pode observar que a energia necessaria para a
transi¢cdo de fases diminuiu com o aumento da quantidade de colesterol incorporada. Estes
resultados eram esperados, visto que a presenca do colesterol em concentragdes abaixo de
30% nio altera a temperatura de transigio de fases, mas sim a energia necessaria para a
transicdo de fases, que sofre um decréscimo diretamente proporcional & quantidade de

colesterol incorporada.
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Figura 27: Andlise de microcalorimetria de lipossomas vazios obtidos a partir da

hidratagdo das particulas secas referentes aos experimentos (a) 31, (b) 41 e (c) 42.
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5. INCORPORACAO E LIBERACAO DE FARMACOS DE PRIMEIRO
TRATAMENTO DA TUBERCULOSE EM PARTICULAS SOLIDAS E
LIPOSSOMAS

5.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1.1. A tuberculose e a sua incidéncia atual

Dentre as doencas infecciosas, destaca-se o ressurgimento internacional da
tuberculose, considerada a principal causa de morte devido a um Unico microorganismo. A
magnitude do problema ¢ tal que a Organizagio mundial de Satide (OMS) declarou a
tuberculose como emergéncia mundial em 1993. Anualmente, no mundo todo, das 8
milhdes de pessoas que desenvolvem a doenga, 3 milhSes morrem, e estima-se que um
terco da populacdo mundial esteja infectada mas n3o desenvolva a doenga (pacientes
assintomadticos). A tuberculose também tem se tornado uma importante doenga
oportunistica em Iocais com alta incidéncia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) [O’Hara e Hickey, 2000].

A tuberculose € uma doenga contagiosa, transmitida de pessoa para pessoa, através
do bacilo Mycobacterium tuberculosis presente no ar, geralmente quando um paciente com
a doenca ativa tosse, espirra, escarra ou fala. A bactéria inalada multiplica-se no pulm3o,
mas, na maioria dos casos, o sistema imune da pessoa infectada detém o espalhamento da
infecgdo. O bacilo pode entdo permanecer dormente durante muitos anos, somente sendo
reativado quando ocorrem danos ao pulméo. Nesse caso ha o aparecimento de cavidades
nos pulmdes, com a formagdo de pus. Os vasos sanguineos danificados muitas vezes se
rompem, preenchendo a cavidade dos pulmdes com sangue, causando a tosse acompanhada
de sangramento, muito comum nos pacientes. Qutros sintomas comuns da doenga sdo dor
no peito, falta de ar, febre baixa principalmente & tarde, perda de peso, falta de apetite,
suores noturnos € fraqueza. A tuberculose pode ainda se espathar quando o organismo esta
enfraquecido e as defesas imunologicas sdo vencidas, podendo afetar ainda outros 6rgdos,

tais como rins e cérebro.

Oito entre dez pessoas atingidas pela tuberculose estio na idade economicamente

ativa, na faixa etaria de 15 a 59 anos, e 95% dos doentes estio nos paises em
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desenvolvimento, sendo as regides mais afetadas o sudeste asiatico, o oeste do Pacifico e a
Africa. Para agravar a situagdo, a tuberculose formou uma parceria letal com o virus da
AIDS, o HIV. O HIV danifica as defesas naturais do organismo, o sistema imune, e acelera

a velocidade de progressdo da tuberculose de uma infec¢o inofensiva para uma ameaca
mortal [Ruffino Netto, 1998].

QOutro problema associado & tuberculose é a emergéncia de classes de
microorganismos resistentes as drogas existentes. Isto ocorre em geral devido ao abandono
do tratamento. Aliado a isso o aumento do uso de agentes antimicrobianos, muitas vezes em
doses sub-terapéuticas e algumas vezes na forma falsificada, com niveis incorretos de

ingredientes ativos, indicam que este problema tende a aumentar no futuro.

A melhor forma de combate & tuberculose é a sua detec¢do precoce e cura. O
diagnostico da doenga € bem simples, e € realizado através do exame fisico feito pelo
médico, exame de escarro e radiografia dos pulmdes. Como ja citado, uma das razdes das
falhas no tratamento da tuberculose € o seu abandono pelos pacientes. Por isso, a OMS
recomenda que todos os paises adotem a estratégia conhecida como “tratamento
diretamente observado de curta duragdo”, ou DOTS (“directly-observed treatment, short
course™). Esta estratégia combina cinco elementos: compromisso politico dos governos,
descoberta dos casos pela baciloscopia do escarro, observagdo direta da tomada da
medicagdo, suprimento regular dos remédios e monitoragio sistematica. Esta estratégia esta
apresentando um sucesso marcante em varios paises [WHO, 1996; Ruffino Netto, 2000;
Klaudt, 1996; Nakajima, 1996].

5.1.2. Fdrmacos usados no primeiro tratamento da tuberculose

Os farmacos usados no primeiro tratamento da tuberculose sdo: isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol [Ruffino Netto, 1998]. A Figura 28 apresenta as

formulas estruturais, empiricas e a massas molares destes tuberculostaticos.

Etambutol o CH
Massa molar: 277,2g/mol HzC/ﬁ/ ;
HO
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Isoniazida
Férmula quimica: CeHNsO

Massa molar: 137,1g/mol

0
Pirazinamida N
Formula quimica: C,HN:O = NH,
Massa molar: 123,1g/mol .
CH3
27
Rifampicina Ox~cn3
Formula quimica: C HN,0,, oH Ng
N
Massa molar: 823g/mol —
=N-N N-CH3
- A

Figura 28: Formulas estruturais, empiricas e massas molares dos farmacos de primeiro

tratamento da tuberculose.

A Isoniazida € altamente especifica para o M. tuberculosis e apresenta pouca ou
nenhuma atividade sobre as outras bactérias. E bactericida e atua por inibigio da sintese de
4cidos micolicos na parede celular, sendo facilmente absorvida quando administrada por

via oral, mas pode apresentar sérios efeitos colaterais, inclusive danos ao figado. A dose
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diaria recomendada ¢ de 5mg/Kg do paciente, sendo a dosagem méxima de 300mg. A
solubilidade da Isoniazida é de 14g/100mL de agua deionizada de pureza Milli-Q, e de
12g/100mL de tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM-pH 7,4). Seu coeficiente de parti¢do
em sistemas l-octanol ou n-dodecano/tampio Hepes/NaCl (10mM/120mM-pH 7,4) € de
0,298 ¢ 0,009, respectivamente, 0 que sugere a sua localizagdo no meio aquoso da estrutura
dos lipossomas [www.hopkins-tb.org/treatment_desease/desease_2.shtml;

www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginfo; Lima, 2001].

A Pirazinamida foi introduzida em 1952, sendo seu mecanismo de agdo
desconhecido. Entretanto, sabe-se da necessidade de pH acido para sua atividade
bactericida no interior de wvesiculas citoplasmaticas ou lisossomas. A dose diaria
recomendada é de 15-30mg/Kg do paciente, sendo a dosagem méaxima de 2g. O efeito
colateral mais comum associado a este farmaco € a dor nas juntas. A solubilidade da
Pirazinamida ¢ de 3g/100mL de 4gua deionizada de pureza Milli-Q, e de 1g/100mL de
tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM-pH 7,4). Seu coeficiente de particio em sistemas
1-octanol ou n-dodecano/tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM-pH 7,4) € de 0,156 ¢ 0,015,
respectivamente, 0 que sugere a sua localizacdo no meio aquoso da estrutura dos
lipossomas [www . hopkins-tb.org/treatment desease/desease_2.shtml; www.nlm.nih.gov/
medlineplus/druginfo; Lima, 2001].

O Etambutol € um farmaco efetivo e especifico com atividade bacteriostatica. Nao
apresenta nenhum efeito sobre a viabilidade e metabolismo de c€lulas que ndo estejam em
crescimento. A dose diaria recomendada é de 15-25mg/Kg do paciente, sendo a dosagem
méxima de 1,5g. A solubilidade do Etambutol ¢ de 85g/100mL tanto em agua deionizada
de pureza Milli-Q quanto em tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM-pH 7,4) [www.hopkins-
tb.org/treatment_desease/desease_2.shtml, www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginfo; Lima,
2001].

A Rifampicina tem carater lipofilico e € de grande importancia na quimioterapia da
tuberculose, pois reduz o tempo de tratamento da doenca. Ela é ativa contra o M.
tuberculosis, M. leprae e varias outras espécies de microorganismos patogénicos. A dose
diaria recomendada para o tratamento da tuberculose é de 10mg/Kg do paciente, sendo a
dosagem maxima de 600mg [www.hopkins-tb.org/treatment_desease/desease 2.shtml;
www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginfo; Lima, 2001].
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A toxicidade de farmacos como Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida foi
determinada ha duas décadas, e embora consideradas altamente toxicas, ainda sdo
atualmente os farmacos mais usados para o tratamento da infecgdo. Com isso, tem-se
buscado o desenvolvimento de novas formas de administragio dos medicamentos de agdo
ja comprovada, de modo a proporcionarem melhores resultados terapéuticos. Esta estratégia
possui a menor relagdo custo/beneficio, quando comparada ao desenvolvimento de novas
drogas. Dentro desta estratégia, uma alternativa € a incorporagdo/encapsulagdo dos
medicamentos de ag¢do comprovada em particulas lipidicas solidas ou em lipossomas,
visando contornar os problemas citados, aumentar o indice terapéutico e produzir liberagdo
controlada das drogas [Lasic, 1993]. Dentro deste contexto, alguns estudos foram feitos
sobre a encapsulac@o de drogas para o tratamento da tuberculose em lipossomas e sobre a

encapsulagdo de rifampicina em microesferas, que serfio descritos a seguir.

5.1.3. Efeitos “in vivo” e “ in vitro” de tuberculostdticos encapsulados

O efeito da incorporacdo da rifampicina em microesferas respiraveis de acido poli-
lactico-co-glicolico (PLGA) foi estudado por O’Hara e Hickey [2000]. As particulas foram
produzidas através dos métodos de evaporagdo do solvente ou secagem por atomizagio, em
ambos os casos com didmetros aerodinimicos na faixa aceitdvel para administra¢do
pulmonar (<5um). Particulas nesta faixa de tamanho se depositam nos pulmdes e sdo
fagocitadas pelos macrofagos, que € o principal local infectado pelo bacilo M. tuberculosis.
Assim, a administragdo de tuberculostaticos incorporados em microesferas poliméricas
biodegradaveis, na forma de aerosol, pode ser feita diretamente nos pulmdes, melhorando a
eficacia do tratamento da tuberculose. As particulas preparadas através da evaporagdo do
solvente apresentaram um formato esférico e uma eficiéncia de incorporag¢do do farmaco
maxima de 45%. As particulas preparadas por secagem formaram estruturas heterogéneas,
com uma eficiéncia de incorporagdo de 100%. A porcentagem média de farmaco liberado
em tamp@o fosfato (pH fisiologico 7,4) durante 24 horas foi de 34 e 77% para as particulas
preparadas através de evaporagdo do solvente e secagem, respectivamente. Taxas de
liberagdo do farmaco menores foram obtidas a um pH de 5,2, o qual corresponde ao pH

endossdmico dos macréfagos alveolares.
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O efeito da encapsulagio de tuberculostaticos em lipossomas foi estudado por
alguns grupos. Em 1982, Vladimirski e Lavigina trataram camundongos infectados com o
bacilo M. tuberculosis com a encapsulagdo de estreptomicina em lipossomas de didmetro
entre 40 ¢ 80nm. Foi observado que o tratamento com lipossomas foi mais efetivo no
prolongamento do tempo de vida dos animais se comparado com a droga livre, além da

redugio do niamero de organismos no bago, mas ndo nos pulmdes.

Em 1994, Koga e colaboradores observaram uma maior eficacia no tratamento da
tuberculose através da encapsulagdo das drogas estreptomicina e aminacina em lipossomas,
se comparado com as drogas livres. Neste mesmo ano, Agarwal e colaboradores
encapsularam rifampicina em lipossomas constituidos de fosfatidilcolina do ovo. A
administragdo dos lipossomas duas vezes por semana foi mais efetiva na redugdo do
nimero de bacilos localizados no pulmio de camundongos que o tratamento continuo,

levando ao aumento de pelo menos 2000 vezes em relag3o a droga livre.

Kurunov e colaboradores [1995] usaram camundongos para a inalagio de agentes
bactericidas livres e encapsulados em lipossomas. Foi observado que uma maior eficiéncia

no tratamento da doenga foi obtida através da inalagdo diaria de lipossomas com as drogas.

Em 2001 Lima estudou, através de testes im vitro, a susceptibilidade de trés
linhagens de M. tuberculosis aos lipossomas encapsulando as drogas pirazinamida,
isoniazida e etambutol, e aos respectivos complexos em B-ciclodextrina. A avaliagdo foi
feita através do método indireto de susceptibilidade de droga a partir de subculturas de trés
culturas primarias como indculo [Vespal, 1981; Strong e Kubica, 1981]. O objetivo deste
ensaio foi comparar o crescimento das linhagens quando em presenca das drogas na forma
livre ou complexadas em f-ciclodextrina nas condi¢des minimas inibitérias de crescimento
(MIC - “minimum inhibitorium concentration™). Os resultados indicaram que a agdo das
drogas ao bacilo ¢ independente da encapsulagdo em B-ciclodextrina ou em lipossomas,

tanto do tipo convencional quanto estericamente estabilizado.

5.1.4. Modelos difusionais para a liberacdo controlada de medicamentos

O entendimento da matemética envolvida na difusdo de compostos encapsulados em
particulas esféricas € de fundamental importincia para a area farmacéutica, visto que

formulacdes liquidas, solidas, cremosas, etc, contém particulas esféricas, e a taxa de
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liberagdo do composto ativo depende da taxa de liberagdo das esferas individuais. Além das
particulas solidas, estudos da literatura tém demonstrado o potencial dos lipossomas como
agentes de liberagdo de farmacos e, devido a sua geometria esférica, os modelos de
liberagdo sdo similares aos obtidos para esferas solidas. Assim, expressdes matematicas tém
sido derivadas para descrever as taxas de liberagdo de farmacos de compartimentos
esféricos. Guy e colaboradores [1982] aplicaram o modelo difusivo expresso pela Lei de
Fick para esferas porosas para descrever os perfis de liberagdo de compostos do interior de
lipossomas. Os experimentos que usavam sacos de dialise para a separagdo dos lipossomas
e o meio de dissolucdo foram considerados sistemas multifasicos, de acordo com os ensaios
conduzidos para o estudo de liberagdo de compostos. Foram obtidas equa¢es matematicas
para periodos de tempo curtos e longos, considerando ou ndo o limite de fases, ou seja, a
transferéncia de massa na interface da membrana de dialise. Na Tabela 16 sdo apresentadas

as solucdes das equagdes diferenciais para as varias situa¢des.

Tabela 16: Solucdes para a equagdo diferencial da segunda Lei de Fick para o modelo
tedrico de Guy e colaboradores [1982], para a taxa de liberagdo de farmacos de particulas

esféricas com o seu limite de fases.

Equacio Aplicacio

A. Difusdo em uma esfera desconsiderando a

resisténcia na membrana interfacial:
M/M. =672kt "2 (1) aproximacdo para periodo curto

M/M.=(1- (6/7°) exp[-n’kt]) (2) aproximac8o para periodo longo

B. Difusdo de uma esfera considerando a

resisténcia na membrana interfacial:
- baixa cinética interfacial (k<<1)

M/M=3Kkt (3) aproximagio para periodo curto

M/M=(1 — exp [-3Kkt]) (4) aproximag@o para periodo longo
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Comparando os resultados obtidos pelas varias equagdes, os autores concluiram que
para valores de constante de difusividade da droga menores que 1 (k<1), os efeitos do
limite de fases sdo significativos. Para valores de k>1 a contribui¢do cinética interfacial

sobre as caracteristicas de liberagdo dos compostos pode ser desprezada.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Material

= TFosfatidilcolina natural da soja, purificada, hidrogenada, adquirida da Lucas Meyer:
Epikuron 200SH,

= Hepes, colesterol e os farmacos Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol adquiridos da

Sigma Chemical Co.;
= Cloroférmio, peréxido de hidrogénio e acido ascorbico P.A. adquiridos da Merck;
= Alcool etilico, alcool metilico, cloreto de sodio P.A. e manitol adquiridos da Synth;
= Molibdato de amdnio adquirido da Ecibra;
» Acido sulfiirico P.A. adquirido da Erich Ltda.;

» Agua bidestilada e deionizada em sistema milli-Q.

5.2.2. Métodos

5.2.2.1. Incorporaciio dos fairmacos em particulas solidas

A incorporacdo foi feita nas estruturas mais cristalinas preparadas através da
secagem por atomizac¢do sob as condigdes operacionais: concentragdo de lipidio de 85mM,
concentragio de farmaco de 14mM, vazdo da solugio de alimentacio de 20mL/min,
temperatura de entrada do ar de 90+5°C, com 42mM de manitol (experimento 35, relagio
massica de lipidio/manitol/farmaco de 87/10/3) ou sem manitol (experimento 45, relagio

massica lipidio/farmaco de 97/3); e nas estruturas mais amorfas preparadas através da
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secagem por atomizagdo sob as condi¢es operacionais: concentragdo de lipidio de 45mM,
concentracdo de farmaco de 8mM, vazdo da solugio de alimentagdo de 3ml/min,
temperatura de entrada do ar de 90+5°C, concentragio de manitol de 23mM (experimento
37, relagdo massica de lipidio/manitol/farmaco de 87/10/3). Ensaios adicionais foram feitos
sob as condigbes descritas para o experimento 37, com variagdo na concentragio de
Isoniazida, de 15mM e 30mM (experimentos 49 e 50, relagdo massica de
lipidio/manitol/farmaco de 85/10/5 e 81/10/9, respectivamente). Além da numeragéo dos
experimentos, foram adicionadas as letras “i”, “p” ou “e” para os ensaios feitos com os

farmacos Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol, respectivamente.

5.2.2.1.1. Caracterizagdo das particulas

As particulas foram caracterizadas quanto a sua cristalinidade, morfologia, transi¢éo
de fases, concentragdo de lipidio final, diimetro geométrico e aerodindmico e distribui¢do
de tamanhos, conforme descritos anteriormente nos itens (3.2.2.8.6), (3.2.2.8.7), (3.2.2.8.8),
(3.2.2.8.1),(3.22.82)e(3.2.2.8.3).

5.2.2.1.2. Concentracdo total dos farmacos (Fr)

Para a quantificagdo dos fairmacos Isoniazida e Pirazinamida, foi adicionado 0,3mL
da dispersdo de lipossomas & 2, 7mL de etanol e, apés 2 horas de repouso, eram
determinadas as absorbancias das solugGes a 260nm. A partir das curvas de calibragcdo
(Anexo I), feitas com solugdes padrdes dos farmacos em etanol, as quais fornecem uma
relagdo entre a concentragdo do farmaco e a absorbincia, foram determinadas as

concentragdes dos tuberculostaticos nas amostras (Fr).

Para o caso particular do farmaco Etambutol houve dificuldades quanto a precisdo e
reprodutibilidade dos resultados na sua determinagdo quantitativa usando o método
indicado pela Farmacopéia. Assim, a sua utilizagio ficou limitada nos ensaios de

incorporag3o, encapsulagdo e liberagdo.



81

5.2.2.1.3. Eficiéncia de incorporagdo

A incorporagdo dos farmacos Isoniazida e Pirazinamida nas particulas solidas foi
calculada através das razdes massicas finais e iniciais dos farmacos e do lipidio (Fg, Fo, Lr e
Lo). Como massas iniciais foram usadas as massas utilizadas na solu¢@o de alimentagdo do
processo de secagem por atomizagdo. A massa final de lipidio foi quantificada através do
método descrito no item (3.2.2.8.1), e a massa final do farmaco através do ensaio
espectrofotométrico (item 5.2.2.1.2). Assim, a eficiéncia de incorporagéo (E;) foi calculada

através da Equacéo 8:

[@ELT,
E, {—-———( Fo/Lo)J 100 (Eq. 8)

5.2.2.1.4. Liberacdo dos farmacos

Os ensaios de liberagdo de Isoniazida e Pirazinamida foram feitos utilizando sacos
de dialise Inlab (tipo envelope) com didmetro de corte de 20Kda como membrana de
separag3o entre a amostra solida ¢ o meio aquoso. Todos os ensaios foram feitos com uma
massa de solidos correspondente a uma solugdo 0,06mM de farmaco, € 0 meio aquoso
composto de 300mL de solugdo tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM) pH 7.4 ou 5,2. A
avaliacdo da liberagdo do farmaco foi feita com este em sua forma livre, com uma mistura
fisica do farmaco, Epikuron 200SH e manitol, e com o farmaco incorporado nas particulas
produzidas através de secagem (experimentos 35, 37, 45 e 50). As amostras solidas eram
colocadas em um saco de didlise, o qual era imerso no meio aquoso mantido a 37°C e sob
agitacdo. Foram retiradas aliquotas de 3mL nos tempos: 0, 5, 10, 15, 30 e 45 minutos, 1, 2,
3,4,5,6,7, 8 e 24 horas. O farmaco liberado foi quantificado através da leitura direta em
espectrofotometro a 260nm, utilizando curva de calibragdo previamente construida (curva

de calibragdo sem etanol encontra-se no Anexo I).

A permeacdo dos farmacos através das particulas foi representada matematicamente
pelo modelo fisico de difusdo de solutos no interior de esferas sélidas, descrito pela lei de
Fick. No modelo, nio foram consideradas as limitagSes interfaciais impostas pela

membrana de dialise usada nos experimentos.
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Em coordenadas esféricas e considerando somente a difusdo na diregdo do raio das

particulas, tem-se a equacdo (9) para representar o modelo:

13(2&*]:_1__63 (Eq. 9)
Dot

A equacdo (9) foi resolvida considerando as seguintes condi¢Ses de contorno:
ccl— (condiggo imcial) t =0, 0<r<R c(,t)=Cm
cc2 »>t>0, t>0, r=R cRt)=cu=0

cc3 — ¢ (1,t) é um valor finito para 0<r <R

A solucdo da equagdo (9) € uma série de Fourier de senos, a qual fornece a seguinte
expressdo para o perfil de concentragdo no interior das particulas representada pela equagio

(10):

nznr
e ef)
clr,1) = —2cy, 2; -1y exp[— (72.) Dt}—-—’;a‘——-. (Eq. 10)
(_R“)
A quantidade total do soluto difundido no solvente (considerando N particulas) €

representada pela equagdo (11):

2
exp| —(%) D8] sen(ﬁ;;
nm j

j4nr2arr (Eq. 11)

r

o)= N . iWmrdr = N -2, Ty

r
R

De onde o perfil de concentragdo em fungio do tempo pode ser calculado pela

equagdo (12):

d)_ 6 31 expl- i) Eq. 12)
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Expressando esse perfil em termos do farmaco liberado na solugdo, que € a variavel

medida experimentalmente, tem-se:

C*(t) =1- clt) logo:
Cimt Cint

C*(t)__:l-%i—l—z-exp(—-nzﬂzkt) (Eq. 13)
Cin b/ Sa— (]

Onde c*(t) € a concentrag@io do farmaco difundida para o meio aquoso num tempo
“t” i @ quantidade liberada ap6s um tempo infinito, o que corresponde a quantidade total
de farmaco incorporado nas particulas no instante inicial do experimento, e “k” é a razdo
(D/R?), onde “D” ¢ o coeficiente de difusdo do farmaco na estrutura e “R” o raio das

particulas. O detalhamento da dedug¢do matematica do modelo € apresentado no Anexo II.

A partir do modelo proposto e dos dados experimentais obtidos foi ajustado o
parametro de difusdo “k” pelo método da méxima verossimilhanga, utilizando um software
desenvolvido por Leonardo Machado de Rosa e José Roberto Nunhez (L-
CPD/FEQ/Unicamp - maiores detalhes do método podem ser obtidos no site:
www.feq.unicamp.br/~nunhez/download/19313/19313.pdf). Neste método as incertezas de

todas as medidas experimentais sdo levadas em conta no ajuste.

Os dados ajustados referem-se ao modelo de difusdo e consiste matematicamente
em uma fungdo representada por uma série, onde o pardmetro a ser obtido, “k”, pertence a
todos os termos dessa série, que varia de um a infinito. Obviamente o nimero de termos da
série é um valor, que para propdsitos praticos representa o valor exato da fungio. Desta
forma utilizou-se 1000 termos da série. Este valor foi muito maior que o necessario, visto
que apos algum tempo ocorria a convergéncia da série, bastando apenas o primeiro termo
para representar a fun¢do. O unico ponto critico € quando “t” tende a zero. Neste caso a
série apresenta problemas de oscilagdo. Entretanto, no limite quando “t” tende a zero, a

série é representada pela funggo:

M) _{ 2k,

Y, (Eq. 14)

w0

”2
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Deve-se notar que a equagéo (14) é a propria série do limite de “t” tendendo a zero,

e ndo uma aproximagdo da mesma conforme Guy e colaboradores [1982].

O coeficiente de permeabilidade das microestruturas, “P”, é definido pela razdo

entre o fluxo “J” e a diferenca de concentragdo entre as solugSes interna e externa, “Ac”.

P=— (Eq. 15)

Em termos da constante “k” usada no modelo (eq. 13), a permeabilidade pode ser

expressa considerando o comprimento caracteristico de uma esfera, ou seja, a razdo V/A:

KV
P=— .16
y (Eq. 16)
Onde “V” e “A” sio o volume e a 4rea superficial das particulas, respectivamente.

Nos calculos, considerou-se o didmetro principal das particulas s6lidas.

5.2.2.1.5. Determinacdo dos pardmetros do modelo de encapsulacdo utilizando-se o

método da mdaxima verossimilhanca

A obtencdo dos parametros a partir do método da maxima verossimilhanga segue o

modelo descrito a seguir.

Dado um conjunto de N pontos experimentais (X;, Yi), que se supde ser
representado por um modelo do tipo F(X, y; ai,..., 3)=0, o objetivo do método é a
determinagdo dos parametros a; do modelo bem como os valores médios de x; e y;. Assume-
se que tanto a vanavel dependente como a independente estdo sujeitas a erros

experimentais de distribuicio Normal e desvio padrio (0, Gyi).

O ajuste é feito pela minimizacio da func¢do S dada pelas equagdes (17) a (20):

N N
> Wyew +Wrerl= S W (X, —x,): + W, (¥, — y,)’ 1 =minimo  (Eq. 17)

1
s=1 1
2 i=1 2 i=1

W, = L i=1. N . (Eq. 18)
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W, =~ i=1,.N (Eq. 19)
Oy
F:(x,,,y,;a,,...,ap)=o (Eq. 20)

A minimizagdo da fungdo S, sujeita a N restrigdes F=0, requer o uso de

multiplicadores de Lagrange A; (equag3es 21-24):

oS s oF, .

— 1+ D Al |=0 Jj=L.,P .21

{a";} Z’ (&zj ®a-2D

F(x,,y,;a,,...,ap)=0 i=L...N (Eq. 22)
.23

[—Qg)i-li[é&]:() i=1. N (Eq. 23)

ox; O,

(Eq. 24)

0 i=L..,N

os éﬁ_
[5?) w4 [ay,- J

Considerando S independente (explicitamente) dos parametros a: [[—5%'5:-}=0J e

considerando que cada ponto (x;, vy) € independente dos demais

((%:L] = (g—i—"—] =0,i# j] , O sistema de equagdes (21-24) toma a forma:

i

N T
Zﬁu{gf }':-O j=L. P (Eq. 25)

BRHICAMP
GIBLIOTECA CENTRAL
cnrdn Mol ANTE
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F(X,, )@ 5.,8)=0 i=1.,N (Eq. 26)
oF, .

-w, (X, ‘)G)‘*%[gy‘"}zo i=1..,N (Eq. 27)
oF,

~-W_(X, -x,.)+;b,.[5j-]=o i=1.,N (Eq. 28)

Para o caso de modelos, o sistema de equagdes (25-28) pode ser colocado na forma

explicita, F(x, y;a,,....a, )=y - fix;a,,....a, )= 0 , que reescritas tomam a forma:

gli (%:) =0 j=L..,P (Eq. 29)

y, = f(x;;0,..05) i=1L. N (Eq. 30)

Ey -—Zy/l,. =0 i=L. . N (Eq. 31)

Ex: +xli(-qf-i—]:0 i=1..,N (Eq. 32)
oxX,

O sistema de equagdes para a determinagio de fungGes implicitas em relagdo aos
parametros (equagdes 25-28) ou explicitas em relagdo aos pardmetros (equagdes 29-32)
sempre leva a resolugdo de um sistema de equagdes ndo linear [Draper ¢ Smith, 1981],
mesmo que o modelo seja tio simples como uma reta, contendo apenas o coeficiente

angular como pardmetro a ser determinado [www.feq.unicamp.br/~nunhez/download/

19313/19313.pdf].
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5.2.2.2. Encapsulaciio dos farmacos em lipossomas
5.2.2.2.1. Hidratagdo do filme seco de lipidios

Os lipossomas foram preparados como descrito previamente no item (4.2.2.1), com
a mesma finalidade de comparagio das suas propriedades com os preparados com
fosfolipidios sintéticos [Lima, 2001]. Neste caso as solu¢des de hidratagdo eram solugdes
dos farmacos em tamp@o Hepes/NaCl (10mM/120mM) pH 7.4.

Separagdo do farmaco ndo encapsulado

O farmaco ndo encapsulado foi separado da dispersdo de lipossomas através da
técnica de ultrafiltragdo. A célula de ultrafiltracio utilizada era da Amicon, modelo 50, com
volume de 50mL, e pressdo de trabatho de até SKgf/ cm®. A membrana de filtragem era de
polietileno, da Microporetics, do tipo XM50, com didmetro de corte de 50.000Da.
Inicialmente a célula era preenchida com 20mL de tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM)
pH 7,4. A amostra era entdo colocada e o tamp@o adicionado até completar o volume de
50mL. A ultrafiltragio tinha inicio, sob agitacio constante e i pressio de 3Kgf/ cm®.
Quando o volume era reduzido a 10mL, a ultrafiltragio era interrompida e a célula era
novamente preenchida com tampdo até o volume de 50mL. Iniciava-se uma adicional
ultrafiltracdo e quando o volume era reduzido a 10mL a amostra era retirada, o volume era

medido e armazenado para posterior caracterizagdo.

5.2.2.2.2. Hidratagdo das particulas produzidas através de secagem por atomizagdo

As particulas secas foram hidratadas com solugdo tampdo Hepes/NaCl
(10mM/120mM) pH 7,4 ou com uma solugio 1mM de Isoniazida em tampdo Hepes/NaCl
(10mM/120mM) pH 7.,4. O produto seco foi hidratado de duas formas: através de agitacdo
rotatoria ou através de agitagdo mecanica. Na hidratagio com agitagdo rotatéria o produto
seco foi colocado em um baldo de fundo redondo (massa correspondente a concentracio de
5 a 7mM), onde foi adicionada a solugio tampdo ou a solugdo de Isoniazida 1mM, e o
balio foi mantido sob rotagdo, a 65°C, por 30 minutos. A hidratagio com agitacdo
mecanica foi feita em duas etapas. Inicialmente uma quantidade de particu1a§ secas era

colocada em um béquer encamisado, mantido a 65°C, e era adicionado tampdo em volume
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correspondente a formagdo de fase lamelar plana (menos de 30%). A mistura com
consisténcia pastosa era mantida sob agitagio a 100rpm durante 15 minutos com um
agitador do tipo éancora (Figura 23(a)). Posteriormente, o restante do volume aquoso
tamponado era adicionado (volume final de 30mL), e tinha inicio a segunda etapa da
agitagdo, para a obtengdo de fase lamelar com excesso de agua, e formagdo dos lipossomas.
Foi utilizado agitador de alto cisalhamento Kroma, com furos de didmetro de 0,3mm e

velocidade de agitagdo de 2000rpm por 1h.

Separagdo do farmaco néio encapsulado

O farmaco ndo encapsulado foi separado dos lipossomas através de centrifugacdo.
Dispersdes de lipossomas foram centrifugadas a 3000rpm, por 30 minutos. O sobrenadante,
farmaco ndo encapsulado, foi separado e armazenado para posterior quantificacio. O
precipitado era entdo ressuspenso em tampdo Hepes/NaCl (10mM/120mM) para a

formacdo dos lipossomas, contendo somente o fairmaco encapsulado.

5.2.2.2.3. Caracterizagdo dos lipossomas

Os lipossomas foram caracterizados quanto a concentragdo final de lipidios (Lr) e
dos farmacos (Fr), medidas de didmetro médio e distribuigio de tamanhos e transi¢do de
fases, conforme descrito anteriormente nos itens (4.2.2.3.1), (5.2.2.1.2), (4.2.2.3.2),
(4.2.2.3.3).

Estabilidade das vesiculas na presenga do tensoativo ndo ionico C:Es

Foi avaliada a estabilidade dos lipossomas vazios ou com os farmacos encapsulados
na presenga do tensoativo ndo idnico CizEs através das mudangas conformacionais soffidas

pelas vesiculas sob a ag¢do do tensoativo, monitoradas por medidas de turbidez total das
solugdes a 340nm.

Os experimentos para a determinag#o da turbidez total das solugdes foram feitos em
placas de microtitulagdo de poliestireno da Corning Inc., com 96 pogos de fundo redondo
de 200ul., usando leitora de placas do tipo Elisa “Microtiter plate reader”, modelo EIx808,
da Bio-Tek Instruments Inc.. As medidas foram feitas a 340nm, a temperatura ambiente,
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em estado de pseudo-equilibrio, 2 horas apos o inicio da agio do tensoativo sobre as
vesiculas, com agita¢do branda por 3 segundos para a homogeneizagéo antes da leitura. A
cada um dos pogos da placa foram adicionados 120ul de solugdes estoque do tensoativo
C»Es dissolvidos em tampao Hepes/NaCl (10mM/120mM) em concentragdes na faixa de 3
a 96%, a 80uL de lipossomas a 2,5mM, de forma que apés a mistura a concentragdo final
da dispersdo lipidica fosse 1mM. A porcentagem de tensoativo nas solugdes foi definida
como a razio entre o numero de moles de tensoativo e o nimero de moles total da solugdo,

conforme a equagdo 33:
Y%tensoativo = [(nT Y(n, +n, )}* 100 (Eq. 33)

Onde: nr é o numero de moles do tensoativo e ng, € o numero de moles da dispersdo
lipidica.

As amostras foram analisadas em duplicata e os valores médios das absorbancias de
cada amostra foram subtraidos das solugGes de mesma concentragdo de tensoativo na
presenca de tampdo, sem a dispersio de lipossomas (branco). Assim, as solugbes
“pbranco’(br) eram constituidas de 120ul. de solugdo de tensoativo e 80uL de solugdo
tampdo em substituicdo ao mesmo volume de solugdo de lipossomas. Os resultados foram

analisados em termos dos perfis de absorbancia versus concentra¢do de tensoativo.

Desempenho da encapsulagdo

O desempenho da encapsulagdo foi determinado através dos perfis que relacionam
as razdes farmaco/lipidio inicial e final (encapsulado) e pelo parimetro eficiéncia de

encapsulaggo (Eg), calculado através da Equacdo (34):

— (Fe/L)F *
E. ..[-——-————(F/L)o 100 (Eq. 34)

A razdo farmaco/lipidio final para os lipossomas preparados através do método de
Bangham foi calculada através dos valores obtidos nos itens descritos anteriormente (Lr e

Fr - item 5.2.2.1.3). O farmaco final encapsulado nos lipossomas preparados com as
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particulas foi calculado pela diferenca entre o farmaco total, quantificado antes da
separagdo do farmaco pela centrifugagdo, e o ndo encapsulado (sobrenadante do processo

de centrifugacdo).

Liberacdo dos tuberculostaticos encapsulados nos lipossomas

Os ensaios de liberagio dos farmacos foram feitos utilizando sacos de didlise Inlab
(tipo envelope) com didmetro de corte de 20 KDa como membrana de separagdo entre a
amostra € o meio aquoso. Todos os ensaios foram feitos com um volume de 2mL de
dispersdes de lipossomas, e o meio aquoso composto de 200mL de solu¢do tamp@o
Hepes/NaCl (10mM/120mM) pH 7,4. Os lipossomas foram preparados a partir dos
produtos secos referentes aos experimentos 35, 37 e 45, sob agitagfo rotatoria ou mecénica.
A avaliagio da liberagio dos farmacos foi feita com os lipossomas contendo o firmaco
encapsulado, separado conforme descrito em (5.2.2.1.2). Os lipossomas eram colocados em
um saco de dialise o qual era imerso no meio aquoso mantido a 37°C e sob agitacdo. Foram
retiradas aliquotas de 2mL nos tempos: 0, 5, 10, 15, 30 € 45 minutos, 1,2,3,4,5,6,7,8¢
24 horas. O farmaco liberado foi quantificado através da leitura direta de absorbancia a

260nm e utilizacdo de curva de calibragdo previamente construida (Anexo I).

Os resultados experimentais para a liberagio dos farmacos foram analisados
considerando o modelo difusivo do composto no interior de esferas solidas, representado
pelos lipossomas, cujo detalhamento matematico € apresentado no item (5.2.2.1.4) e no
Anexo II.

A partir do modelo de encapsulagdo desenvolvido, necessita-se de um modelo de
ajuste aos dados experimentais. Neste trabaltho foi utilizado o método da maxima

verossimilhanca (descrito no item 5.2.2.1.5).

5.2.2.3. Produciio de particulas sélidas em escala piloto

A producdo de particulas solidas em escala piloto foi feita através de secagem por
atomizagio utilizando equipamento fabricado pela Niro Atomizer (Copenhagen,
Dinamarca), designado como ‘Production Minor Spray Dryer”. O equipamento possui

dimensdes: comprimento 1750mm, largura 1675mm e altura 2500mm, operando com
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secagem co-corrente, atomizador rotatério e dois pontos de descarga do produto, na camara

de secagem e no ciclone.

A solugio de alimentagdo foi composta de 45mM de fosfolipidio Epikuron 200SH,
23mM de manitol ¢ 8mM de Isoniazida. A agua foi utilizada como solvente, pois o
equipamento em escala piloto ndo possui circuito fechado de alimentagdo, sendo neste caso
ndo indicado o uso de solventes orgénicos, os quais podem causar explosdes. Além disso,
seria necessario o uso de um gas inerte como meio de secagem. Devido & utilizacio da 4gua
como solvente, a produgdo de particulas s6lidas foi feita também no secador de bancada,
anteriormente descrito no item (3.2.2.2), para comparagdo entre ambas as escalas, embora
os secadores possuam caracteristicas diferentes, principalmente quanto ao tipo de

atomizador e controle da temperatura de saida do ar.

Os volumes de dispersdo lipidica alimentados nos equipamentos de escala piloto e
laboratério foram respectivamente 4L e 250mL, enquanto a temperatura de entrada do ar
foi de 180°C e 200°C. A temperatura de entrada do ar no equipamento de escala laboratorio
foi maior porque a 180°C ndo ocorreu a evaporagdo adequada da dgua. As vazdes foram de
200mL/min e l4mbL/min, sendo que em ambos experimentos a solugfio inicial foi

alimentada em 20 minutos.

As vparticulas solidas foram caracterizadas quanto ac didmetro aerodindmico,
densidade, morfologia, eficiéncia de incorporagdo e liberagdo do farmaco Isoniazida,

conforme descrito nos itens (3.2.2.8.3,3.2.284,32287,52213¢522.14)

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAC

5.3.1. Particulas solidas

5.3.1.1. Incorporacio dos farmacos nos solidos processades

A incorporagdo dos farmacos foi analisada através da cristalinidade das amostras, da
eficiéncia de incorporacdo do farmaco, da morfologia, da transi¢do vitrea e da liberagio

gradual do férmaco em meio aquoso tamponado.
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5.3.1.1. 1. Cristalinidade

A cristalinidade das amostras foi analisada através de difratogramas de raios-X
(Figura 29), em amostras processadas com e sem a adig@o dos farmacos Isoniazida,
Pirazinamida e Etambutol na solugdo de alimentag¢do, sob condigdes operacionais que
forneceram anteriormente amostras com diferengas expressivas no grau de cristalinidade
(situag@o mais amorfa (b) e mais cristalina (a)), além da amostra processada sem manitol e
com o farmaco Isoniazida (c), com diferentes concentra¢Ses de Isoniazida ((d) e (e)) e a

Isoniazida pura (f).
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Figura 29: Difra¢8o de raios-X das amostras processadas sob as condi¢Ses operacionais de

secagem: (a) Cpp=85mM, V=20mL/min, T=90+5°C, 30% de manitol; (b) Cgpu=45mM,
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V=3mL/min, T=90+5°C, 30% de manitol, _ (preto) sem os farmacos (experimentos 02 e
31),  {vermelho) com Isoniazida (experimentos 35i e 37i),  (azul) com Pirazinamida
(experimentos 35p e 37p),  (verde) com Etambutol {experimentos 35¢ e 37¢); e sob as
condigdes: (¢) Cep=85mM, V=20mL/min, T=90+5°C, 14mM de Isoniazida (experimento
45); (d) Cpp=45mM, V=3mL/min, T=90+5°C, 30% de manitol e 15mM de Isoniazida
{experimento 49); {e) Cppu=45mM, V=3mL/min, T=90+5°C, 30% de manitol ¢ 30mM de

Isoniazida (experimente 50); (f) Isoniazida (experimento 48).

Para a situacdo de maior cristalinidade, apresentada na Figura 29 (a), a presenga do
farmaco Isoniazida nfo afetou a cristalinidade original da amostra, visto que os espectros
foram semelhantes. Na Figura 29 (b), que representa o espectro obtido na situagdo mais
amorfa dentre todos os ensaios, pode-se observar que a adigio do farmaco a solugfo de
alimentagdo conduziu ao aumento na cristalinidade das particulas. Nos casos de
incorporagdo dos farmacos Pirazinamida e Etambutol, em ambas situagdes as particulas
tornaram-se mais cristalinas. Nos experimentos citados (Figuras 29 (a) e (b)), a presenga de
um pico Unico nos difratogramas € o aumento da cristalinidade das particulas evidencia a
total incorporagdo dos farmacos nos locais vazios da microestrutura do solido, conduzindo
a uma maior organizag@io. Vale ressaltar que para as mesmas microestruturas lipidicas, os
difratogramas obtidos ap6s a incorporagdio apresentaram cristalinidades decrescentes

quando os farmacos foram Etambutol, Pirazinamida e Isoniazida (Figuras 29 (a) e (b)).

As Figuras 29 (d) e (e) apresentaram picos adicionais ao do fosfolipidio,
coincidentes com os picos encontrados no difratograma da Isoniazida pura (Figura 29 (f)),
indicando a presenca de farmaco ndo incorporado na estrutura solida. No caso da Figura 29
(c), observa-se pequenos picos adicionais, que também podem ser atribuidos ao farmaco
ndo incorporado, apesar da concentra¢io massica do farmaco ser de somente 3%. Foi
também verificado que a auséncia de manitol nas formulagBes conduziu ao aumento da

cristalinidade dos solidos (Figura 29 (c)), fato anteriormente observado no item (3.3.4.1).

Estes resultados mostram que para o caso mais cristalino, para uma mesma
concentragdo de Isoniazida (14mM), a incorporagdo foi total somente com a presenga de
manitol (42mM) nas estruturas, indicando um methor ajuste da microestrutura da particula

com relagdo ao farmaco, e a capacidade de modulacdo da sua incorporagdo (Fig. 29 (a) e
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(c)). Para os solidos classificados como mais amorfos (Fig. 29 (b), (d) e (¢)) mantendo-se a
mesma proporcdo massica lipidio/manitol/farmaco a incorporaggo foi praticamente total até
concentra¢des em torno de 15mM de Isoniazida, indicando a maior importancia do ajuste
da microestrutura ao ativo do que mesmo da produgio de microestruturas com maior

volume de vazios.

5.3.1.1.2. Morfologia e tamanhos

A morfologia das amostras foi analisada através de microscopia eletrénica de
varredura (Figura 30), em amostras processadas com e sem a adi¢do dos firmacos na

solucdo de secagem.

[#54

TN ———




96

15 R g ' RIS URTTY
S0 49 A

Fifr 3.a% 9

T

®

Figura 30: Microscopia eletronica de varredura das particulas sélidas: (a) Isoniazida
(experimento 48), (b) lipidio e Isoniazida (experimento 45), (c) lipidio, manitol e Isoniazida
(experimento 35i), (d) lipidio, manitol e Isoniazida (experimento 37i), (e) lipidio, "rnanitol e
Isoniazida (experimento 49i), (f) lipidio, manitol e Isoniazida (experimento 50i), (g) lipidio,

manitol e Pirazinamida (experimento 35p), (h) lipidio, manitol e Pirazinamida (experimento
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37p), (i) lipidio, manitol e Etambutol (experimento 35e), (j) lipidio, manitol e Etambutol

(experimento 37¢).

As Figuras 30(b), (c), (d), (e) e (f) apresentaram particulas de formato esférico
regular, caracteristicas do lipidio puro ou dos compositos lipidio/manitol. Estruturas
irregulares referentes ao farmaco puro seco por atomizagdo (Figura 31(a)), que
corresponderiam ao farmaco livre (ndo incorporado) ndo foram observadas nas
micrografias, embora tenham sido detectadas nos difratogramas de raios-X para as mesmas
amostras. Isso mostra a menor precisio que se tem na analise de imagens, principalmente
quando a quantidade de farmaco livre é pequena. Resultados semelhantes podem ser

estendidos para os farmacos Pirazinamida e Etambutol.

Os diametros geométricos e aerodinamicos, assim como a distribuicdo de tamanhos

das particulas, encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17: Didmetro geométrico ¢ aerodinamico e distribui¢do de tamanhos das particulas
produzidas através da secagem por atomizagdo com formulagdes contendo os

tuberculostaticos Isoniazida (Iz), Pirazinamida (Pz) e Etambutol (Et).

Ensaio Didmetro geométrico principal Diametro aerodiniamico médio
[wm] [um]

Iz Pz Et Iz Pz Et
35 4 1 4 1,54 1,05 1,40
37 4 4 4 1,54 1,13 1,47
45 1/4* - . 1,47
49 - - - 0,95/4,96* - -
50 - - - 4,77 - -

* distribuicdo bimodal de tamanhos

O tamanho das particulas secas com o farmaco apresentou-se da ordem de 4um,

com didmetro aerodindmico médio entre 1 e 1,5um e distribuicio de tamanhos abaixo de
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5um para todas as formulagdes, exceto para as amostras processadas com maiores
concentracdes de Isoniazida (ensaios 49 e 50). Essas particulas apresentaram didmetros
aerodindmicos médios maiores, da ordem de 5um, com uma distribuicio de tamanhos
abaixo de 10um, provavelmente causados devido a sua aglomeragdo. Isto pode ser
comprovado pelas imagens apresentadas nas Figuras 30 (e) e (f), as quais indicam

respectivamente a presenga de particulas esféricas com tamanho maximo de 6 e 4um.

As densidades das particulas preparadas nos ensaios 35 “i”, “p” e “e” ndo variaram
1,0451 e

1,0740g/cm®. Os valores proximos da unidade novamente indicam que os didmetros

significativamente com o farmaco, sendo de respectivamente 1,1186;

aerodindmicos e de Stokes sdo proximos.

5.3.1.1.3. Eficiéncia de incorporacdo e massa de farmaco por massa de formulacdo

As eficiéncias de incorpora¢io dos farmacos Isoniazida e Pirazinamida no produto
seco (E; — equagdo 8) e a massa de farmaco por massa de produto seco formulado, referente
aos ensaios 35, 37, 45, 49 e 50, encontram-se na Tabela 18. Vale ressaltar que a
incorpora¢do do farmaco pode ocorrer em duas regides distintas da particula sélida: no

interior ou na superficie.

Tabela 18: Eficiéncia de incorporagdo (E;) dos farmacos Isoniazida e Pirazinamida nas

particulas solidas e a massa de farmaco por massa de produto seco formulado (Mgp).

Experimento E; [%] Mrr [g/g]
Isoniazida Pirazinamida Isoniazida Pirazinamida
35 100 75 0,0283 0,0179
37 92 20 0,0253 0,0049
45 86 - 0,0249 -
49 97 - 0,0522 -
50 87 - 0,0980 -
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Observa-se que a incorporagdo do farmaco foi alta em todas as formulagdes
contendo Isoniazida, com um minimo de 86%. Ja nas amostras com Pirazinamida, a
incorporag@o foi mais baixa, com um minimo de 20%. Este comportamento reflete a agdo
conjunta da interagdo farmaco-lipidio e as condi¢bes de secagem. Pode-se também observar
que para ambos farmacos a incorporagdo foi maior na estrutura mais cristalina
(experimento 35).

A concentracdo inibitéria minima (MIC) € a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano (expressa em pug/ml) que ird inibir o crescimento de um microorganismo in
vitro [Sherris, 1990]. A determinagdo do MIC fornece um resultado de sensibilidade mais
estreitamente relacionado com as condi¢gbes in vivo, proporcionando informagbes precisas,
com as quais se podem selecionar a terapia antimicrobiana mais apropriada e assegurar
dosagens e vias de administragdo mais provaveis para atingir a concentragdo inibitéria in
vivo no local da infecgdo. Como regra geral, na terapia antimicrobiana adota-se que a
concentragdo do farmaco atingiré in vivo, com éxito, se for usado um valor de duas a quatro
vezes o valor da MIC obtido in vitro [http://www.pbnet.com.Br/openline/vandique/

informativos.htm].

O MIC para o bacilo M. tuberculosis é de 0,05ug de Isoniazida e 12,5ug de
Pirazinamida por mililitro de formulagdo. Assim, a massa necessaria da formulagio em po
contendo Isoniazida produzida neste trabalho para atender ao MIC varia de 0,5 a 2ug por
mililitro de formulag@o, dependendo das condi¢Bes de produgdo. Para a Pirazinamida essas
massas sd3o 700 ou 2550ug, para os experimentos 35 ou 37, respectivamente. Devido a
elevada incorporagdo dos farmacos nos sélidos produzidos, quantidades massicas da ordem
de 100 vezes maior que o MIC podem ser atingidas em volumes de sélidos compativeis
com a administragdo por inalagdo, visto que a sua massa especifica é 1g/mL. Esses
resultados, associados as propriedades dos solidos produzidos, indicam a viabilidade da
utilizagdo dos tuberculostaticos Isoniazida e Pirazinamida veiculados em compoOsitos
lipidicos para administragdo pulmonar, isolados ou em associagdes, sendo potencialmente

uteis para a terapia da tuberculose.

Vale ressaltar que as massas de fairmacos anteriormente referidas sdo inferiores as
contidas nas dosagens didrias maximas recomendadas (300mg de Isoniazida e 2g de

Pirazinamida) quando utilizadas formula¢Ges administradas por via oral. Porém, deve-se
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considerar na administrag@o por via pulmonar a auséncia dos efeitos de primeira passagem

(exposicdo ao trato gastrintestinal), os quais reduzem a biodisponibilidade do farmaco.

5.3.1.1.4. Transicdo de fases

O espectro de DSC das particulas secas contendo Isoniazida na sua estrutura €
apresentado na Figura 31. Neles, a suposta temperatura de transi¢fio vitrea das particulas
lipidicas s6lidas foi 30°C, enquanto a temperatura de transi¢io principal foi 74°C.
Comparando este resultado com o obtido para as particulas secas processadas sem o
farmaco (item 3.3.4.3, Figura 19a), observa-se que ambas as temperaturas foram maiores

para as particulas contendo o farmaco, confirmando a sua incorporagdo na estrutura solida.
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Figura 31: Efeito da presenga do farmaco Isoniazida sobre as propriedades térmicas das
particulas secas. Condi¢Bes da secagem: temperatura de entrada do ar 90°C; concentragdo

de lipidios 85mM; vazdo da solucdo de alimenta¢do 20mL/min.

5.3.1.1.5. Liberacgdo dos farmacos do produto seco

A liberagdo dos farmacos Isoniazida e Pirazinamida das particulas sélidas nos
ensaios conduzidos iz vitro foi caracterizada a partir dos perfis de concentragfio do farmaco

liberado com o tempo, os quais refletem a taxa de liberagdo e a permeabilidade da estrutura

sblida.
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As curvas de porcentagem de liberagdo versus tempo para a Isoniazida em sua
forma livre, em mistura fisica com Epikuron e manitol e nas particulas solidas referentes
aos experimentos 35, 37, 45 (estrutura sem manitol) e 50 (maior concentragdo de

Isoniazida) encontram-se na Figura 32.
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Figura 32: Perfis de liberagdo do farmaco Isoniazida (a) de 0 a 400 minutos, (b) de 0 a
3000 minutos; para o farmaco em sua forma livre  (preto), mistura fisica de Epk, man e
Iz (vermelho), ensaio 351  (verde), ensaio 37i __ (azul escuro), ensaio 451
(rosa), ensaio SD501  (azul claro). Os simbolos referem-se aos pontos experimentais e

as linhas aos modelos tedricos calculados.

Os resultados mostram que a liberagdo da Isoniazida na sua forma livre foi
praticamente instantdnea, como esperado, visto que a membrana de diélise ndo apresenta
resisténcia ao farmaco hidrofilico, que tende a se solubilizar no tampdo. A Isoniazida
contida na mistura fisica foi liberada a uma taxa um pouco mais lenta (3h), se comparada
com a sua forma livre, indicando que a liberagio ¢ dependente da presenga fisica dos outros
solidos, que retardam esta taxa. Nos produtos lipidicos a Isoniazida foi liberada
gradualmente ao longo das 24 horas, indicando uma maior interagdo entre o ativo e o
veiculo quando comparado a mistura fisica de solidos, evidenciando que os agregados se

comportam como “membranas secas”. A amostra referente ao ensaio 50, com 30mM de
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Isoniazida (maior concentragdo usada nos experimentos) apresentou uma taxa de liberacdo
muito rapida (2h) maior até que a mistura fisica, o que pode ser explicado pela localizagdo
de consideravel massa de farmaco na superficie da particula, em relagdo & incorporada no
seu interior, a qual nfo esta sujeita a interferéncia de outros sdlidos na sua liberagdo,

apresentando portanto menor resisténcia.

O produto seco que ndo continha manitol na sua formulagio foi o que apresentou a
menor taxa de liberagdo dentre todos os casos estudados. Este resultado pode ser explicado
pela alta cristalinidade da amostra, a maior obtida nos experimentos com Isoniazida (Figura
29), causando uma maior organizacdo e empacotamento dos componentes, assim
dificultando a liberagdo do farmaco, principalmente o localizado no interior das
microestruturas. Aliado a isso, © manitol possui propriedades osmoticas, que
provavelmente aceleram a liberagdo do farmaco, de maneira semelhante ao comportamento
observado em membranas celulares, nas quais o manitol causa o deslocamento de fluidos
do espago intracelular para o espago extracelular [Kibbe, 2000]. Assim, a formulagfo do
veiculo influencia diretamente a taxa de liberagdo do farmaco, havendo a possibilidade de
modula¢do com a presenga de excipientes como o manitol, e adequagio das necessidades a

aplicagdes especificas.

Da Figura 32 observa-se também que o modelo matemético de difusdo ajustou-se
bem aos pontos experimentais, exceto para a curva referente ao ensaio 45i, provavelmente
devido a interferéncia da membrana de dialise, a qual torna-se maior a medida que a taxa de

liberagdo do farmaco da particula esférica € mais lenta.

As curvas de porcentagem de liberagiio de Pirazinamida versus tempo para o
farmaco em sua forma livre, a mistura fisica de Epikuron, manitol e o farmaco e o produto
seco referente aos experimentos 35 (estrutura mais cristalina) e 37 (estrutura mais amorfa)

encontram-se na Figura 33.
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Figura 33: Perfis de liberagdo do farmaco Pirazinamida (a) de 0 a 400 minutos, (b) de 0 a
3000 minutos; para o farmaco em sua forma livre (preto), mistura fisica de Epk, man e
Pz (vermelho), ensaio 35p  (azul escuro), ensaio 37p (rosa). Os simbolos

referem-se aos pontos experimentais e as linhas aos modelos tedricos calculados.

Neste caso também a liberagdo do farmaco livre foi praticamente instantdnea, a
mistura fisica um pouco mais lenta (4h), e os produtos lipidicos tiveram liberagdc mais
lentas e graduais ao longo das 24 horas. Neste caso, o modelo mateméatico também se

ajustou bem aos dados experimentais.

Para a avaliagdo da influéncia do pH do meio de dissolugdo sobre a libera¢do dos
farmacos Isoniazida e Pirazinamida das particulas sélidas (ensaio 35), foram também feitos
ensaios ao pH de 5,2, que ¢ o pH endossémico dos macréfagos dos alvéolos dos pulmdes.
As curvas de liberagdo do farmaco versus tempo sio apresentadas na Figura 34. Pode-se
observar que para ambos farmacos a liberagdo foi mais lenta ao pH de 5,2, 0 que contribui
para a agdo controlada dos farmacos no local. Este resultado foi semelhante ao obtido por
O’Hara e Hickey [2000].
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Figura 34: Perfis de liberagdo dos farmacos (a) Isoniazida e (b) Pirazinamida ao pH de 7,4

(preto) ou 5,2 (vermelho). Os simbolos referem-se aos pontos experimentais € as

linhas aos modelos tedricos calculados.

A Tabela 19 apresenta os valores da constante “k” determinada pelo modelo

difusivo e as permeabilidades “P” dos farmacos nas particulas esféricas solidas.

Tabela 19: Constante “k” do modelo cinético difusivo e coeficiente de permeabilidade “P”

para as particulas esféricas solidas (equagdo 16).

Amostra k [b7] P [cmis]
351 (pH 7,4) 1,00%10° 714%10°7
351(pH 5,2) 5,99%10° 42710

37 6,20%10" 4.42%107
451 1,47%10* 0.08%10°°
501 1,25%107 2,76%10°
35p (pH 7.4) 7,61%107 3.70%10°7
35p (pH 5,2) 5,80%107 282%107
37p 6,65%10™ 3.48%10°
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Apesar do bom ajuste dos dados experimentais a0 modelo, como mostrado nas
figuras anteriores, os valores da constante “k” obtidos foram em todos os casos menores
que a unidade. De acordo com os estudos de Guy e colaboradores [1982], para valores de
“k” menores que um, os efeitos da transferéncia interfacial através da membrana de dialise
tornam-se significativos. Isso justifica a necessidade de utilizagdo de modelos que incluam

a limitacdo difusiva em estudos posteriores.

5.3.2. Lipossomas

5.3.2.1. Propriedades dos lipossomas preparados pelo método de Bangham

5.3.2.1.1. Diametro médio e estabilidade de estocagem

Os valores dos didmetros médios dos lipossomas preparados a partir do fosfolipidio
natural ndo variaram significativamente com a razio farmaco/lipidio inicial, mantendo-se
em média em aproximadamente 108+8nm. Esses valores sio proximos do didmetro
nominal da membrana de extrusdo descrita pelo fabricante, indicando uma elevada
eficiéncia na transformagdo das vesiculas multilamelares em unilamelares através da
extrusio. Em todos os casos a distribuigio de tamanhos foi relativamente estreita, com
polidispersidade em torno de 0,22. O acompanhamento dos didmetros dos lipossomas ao
longo de 16 semanas também ndo apresentou variagdo significativa, em torno de 5%,
indicando que as vesiculas ndo sofreram agregacdo ou desestruturagdo, sendo, portanto,

estaveis fisicamente.

Os valores dos didmetros médios dos lipossomas preparados a partir dos
fosfolipidios sintéticos apresentaram-se na faixa de 120+12nm [Lima, 2000]. Assim, se
comparados aos lipossomas preparados a partir do fosfolipidio natural, estes valores
apresentaram-se um pouco superiores. Ao longo das semanas as vesiculas ndo sofreram
mudangas significativas de tamanho [Lima, 2000], indicando que também neste caso esses

sistemas sdo estaveis quando estocados & 5°C.
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5.3.2.1.2. Estabilidade das vesiculas em tensoativo ndo iénico C;3Es

A investigacdo do mecanismo de desestabilizagdo dos lipossomas na presenga de
tensoativos permite a obten¢ido de informacGes sobre a integridade da bicamada lipidica,
assim como do seu empacotamento. Estas informages sdo de fundamental importéncia na

aplicag3o dos lipossomas para liberagdo controlada de medicamentos.

Os tensoativos tém a propriedade de solubilizar as vesiculas lipidicas. A extensdo da
solubilizagio depende da facilidade de penetragio deles na membrana. Assim, o
empacotamento da membrana e as interagdes entre os tensoativos e as vesiculas podem ser
analisados, apos incubacdo, através das absorbiancias das solugbes de vesiculas
lipidicas/tensoativos, a varias concentragdes de tensoativo. O perfil de absorbéancia versus
concentragido de tensoativo segue o modelo convencional de trés estagios descrito para a
solubilizagio de vesiculas por tensoativo. Num primeiro estagio, a baixas concentragdes de
tensoativo, ocorre o inchamento inicial das vesiculas. A seguir a vesicula aumenta
gradativamente de tamanho devido a penetragdo das moléculas de tensoativo e a fusdo. No
estagio final, a altas concentragdes de tensoativo, ocorre a ruptura das vesiculas, com a
formagio das micelas. Vesiculas mais estaveis apresentam perfis com menos distarbios das

absorbéncias iniciais apOs exposi¢do aos tensoativos.

Os perfis de estabilidade dos lipossomas contendo respectivamente os farmacos
Isoniazida [(F/L)0=26,7] ¢ Pirazinamida [(F/L)¢=13,3], assim como os lipossomas vazios,
para efeito de comparagéo, na presenga do tensoativo Cj2Es, sdo apresentados nas Figuras
35 e 36. Através dos perfis apresentados pode-se observar que houve pouca diferenca entre
os perfis referentes aos lipossomas contendo Isoniazida ou Pirazinamida e ao referente aos
lipossomas vazios, 0 que leva a conclusdo que a presenga dos farmacos ndo perturba a
integridade das vesiculas. Tal comportamento também foi observado por Lima [2000] para

os fosfolipidios sintéticos.
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Figura 35: Estabilidade de lipossomas convencionais vazios e contendo Isoniazida
[(F/L)y=26,7] em solu¢Bes de tensoativo ndo idnico C;pEs. CondigGes de mcubagio:

concentracgdo inicial de lipidios 1mM, a temperatura ambiente, por 2 horas.
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Figura 36: Estabilidade de lipossomas convencionais vazios e contendo Pirazinamida
[(F/L)¢=13,3] em solu¢cdes de tensoativo ndo idnico CjpEs. Condigdes de incubagéo:

concentrag8o inicial de lipidios 1mM, a temperatura ambiente, por 2 horas.

5.3.2.1.3. Desempenho da encapsulagdo

A metodologia utilizada para a quantificacéo dos fArmacos envolveu a determinagéo

espectrofotométrica apés o rompimento das vesiculas lipidicas com o solvente orgéanico
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etanol. O rompimento foi necessario devido a interferéncia das vesiculas na absorbancia
das amostras, causada pelo espalhamento de Iuz provocado pelos lipossomas. Para o
Epikuron 200SH, foi avaliado o efeito da presenga dos lipidios na medida da absorbéncia
das solug¢des apOs o rompimento com etanol. Assim, foram realizados ensaios utilizando 1
parte de amostra para 5 ou 9 partes de etanol. A influéncia dos lipidios foi desprezivel
quando se usou a maior dilui¢do, padronizando-se a relagdo 1:9 lipossomas:etanol, para o

rompimento das vesiculas.

Na Tabela 20 sdo apresentados os valores das razes molares farmaco/lipidio final
[(F/L)r], resultantes da encapsulagdo dos farmacos Isoniazida ou Pirazinamida nos
lipossomas preparados a partir do fosfolipidio natural Epikuron 200SH/colesterol (60/40)
ou dos sintéticos DSPC/DMPE/colesterol (40/20/40) [Lima, 2000], assim como a eficiéncia

de encapsulagdo (Eg), para as varias razdes iniciais de farmaco/lipidio [(F/L)o].

Os resultados experimentais mostram que para razdes farmaco/lipidio inicial
semelhantes, a encapsulacdo da Isoniazida em lipossomas € maior que a encapsulagdo da
Pirazinamida, sendo este efeito mais pronunciado nos lipossomas preparados a partir do
fosfolipidio natural. A diferenga na encapsulac¢do dos farmacos deve-se as interagdes destes
com os lipidios, apesar da semelhanga entre a Isoniazida e a Pirazinamida em termos de

massa molar e dimensdes.

Para a Isoniazida, a eficiéncia de encapsulagdo foi da ordem de 4% para toda a
gama de razdes farmaco/lipidio inicial. Para a Pirazinamida, a eficiéncia de encapsulagdo
cresceu com o farmaco/lipidio inicial. No caso dos lipossomas preparados a partir do
fosfolipidio natural, apés atingir valores praticamente constantes, em torno de 3%, a
encapsulagdo diminuiu com o aumento da razio farmaco/lipidio inicial. Para todos os
casos, os niveis de eficiéncia de encapsulago situam-se na faixa de valores obtidos para a
encapsulagio de drogas hidrofilicas em lipossomas preparados a partir do método de
hidratacdo de filme seco de lipidios.
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Tabela 20: Valores das razdes molares farmaco/lipidio final [(F/L)r], resultantes da
encapsulacdo dos farmacos Isoniazida ou Pirazinamida nos lipossomas preparados a partir
do fosfolipidio natural Epikuron 200SH/colesterol (60/40) ou dos sintéticos
DSPC/DMPE/colesterol (40/20/40) [Lima, 2000], assim como a eficiéncia de encapsulacio

(Eg), para as varias razdes iniciais de farmaco/lipidio [(F/L)o].

Farmaco (F/L)r Eg (%)

encapsulado | @y, Fosfolipidio | Fosfolipidio | Fosfolipidio | Fosfolipidio
natural sintético natural sintético

Isoniazida 3,33 0,137 0,133 4,13 3,99

6,70 0,239 0,269 3,57 4,03

10,0 0,458 0,413 4,57 4,13

13,3 0,481 0,593 3,61 4,44

26,7 1,122 0,964 4,20 3,61

Pirazinamida| 3,33 0,022 0,115 0,67 3,45

48 0,037 - 0,78 -

6,7 0,348 0,166 5,20 2,49

8,7 0,238 - 2,74 -

10,0 0,265 0,388 2,75 3,38

12,0 0,411 - 3,43 .

13,3 0,133 0,734 1,00 5,50

Pode-se também observar pelos resultados apresentados na Tabela 20 que o perfil
representativo das interagbes entre a Isoniazida e o lipidio é crescente para a razdo
farmaco/lipidio inicial na faixa de 0 a 26,7. Maiores valores ultrapassam o limite de
solubilidade do farmaco. Para a Pirazinamida observou-se um crescimento da razio
farmaco/lipidio final com a razdo farmaco/lipidio inicial, mas no caso dos lipossomas
preparados a partir do fosfolipidio natural, na faixa de 6 a 12 farmaco/lipidio inicial atinge-

se praticamente um patamar de saturagdo, com farmaco/lipidio final em torno de 0,3.
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Aumentando-se a razio farmaco/lipidio inicial, a raz8o firmaco/lipidio final cai

bruscamente, devido as limitagdes de solubilizagdo do farmaco.

Dos resultados obtidos pode-se considerar que os desempenhos da encapsulagio de
lipossomas preparados com fosfolipidios sintéticos e naturais sdo semelhantes para ambos
os farmacos. As diferencas observadas devem ser atribuidas a presengca do DMPE em maior

proporg¢@o nas vesiculas sintéticas.

5.3.2.2. Propriedades dos lipossomas preparados por hidratacdo de particulas secas

5.3.2.2.1. Estabilidade das vesiculas em tensoativo ndo ionico C;,Es

O perfil de estabilidade dos lipossomas preparados sob agitagdo mecanica a partir
das particulas solidas contendo o farmaco Pirazinamida (ensaio 35) na presenca do

tensoativo ndo idnico C1;Es € apresentado na Figura 37.
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Figura 37: Estabilidade de lipossomas contendo Pirazinamida (ensaio 35) em solugdes de
tensoativo ndo i6nico Cj;;Es. Condigdes de incubagdo: concentragiio inicial de lipidios

1mM, a temperatura ambiente, por 2 horas.

Pode-se observar que esse perfil tem caracteristicas semelhantes ao da Figuras 35,
obtido para lipossomas preparados pelo método de Bangham. Isso indica que os agregados

lipidicos produzidos a partir da hidratagdo das particulas secas tém caracteristicas de
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membrana, oferecendo resisténcia a penetragdo do tensoativo seguido de ruptura e

formagio de micelas, & altas concentragGes de tensoativo. Nesse caso, as variagdes de

absorbancias a baixas concentra¢des de tensoativo sdo menores, devido ao maior tamanho

inicial das particulas.

5.3.2.2.2. Desempenho da encapsulacio

As eficiéncias de encapsulag@o (Eg) dos lipossomas preparados a partir dos produtos

secos encontram-se na Tabela 21.

Tabela 21: Eficiéncia de encapsulagdo dos lipossomas preparados a partir dos produtos

$ecos.
Método de hidratacio Experimento EEg [%]
02 7,6
Agitaciio rotatéria 31 472
Solucio de Iz ImM 351 47
3% 5.1
35 8,7
Agitacio rotatéria 37 12,9
Soluc¢io tampio 451 42
35i 98
Agitacio mecinica 35p 9,1
Seolu¢ao tampio 3% 15,3
3% 10,1
451 3,9

Pode-se observar que a eficiéncia de encapsulagio ¢ dependente do método e da

solugdo de hidratagdo, assim como das propriedades dos produtos secos. A agitagdo
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mecanica produziu lipossomas com uma maior capacidade de encapsulagdo, da ordem de
15%, se comparado com a agitagfo rotatéria. Comparando-se a influéncia da presen¢a do
farmaco na solugdo de hidratagdo, e utilizando agitagdo rotatéria, verifica-se que as
amostras hidratadas com solugdo tamp3o apresentaram uma maior capacidade de
encapsulagdo, se comparadas com aquelas hidratadas com solugio de Isoniazida 1mM,
tanto para os solidos contendo o farmaco (experimentos 35 e 37), quanto sem o farmaco

(experimentos 02 e 31).

Adicionalmente ao método de hidratagdo, observa-se que a microestrutura dos
produtos secos também influenciou a eficiéncia de encapsulagdo. Através dos
difratogramas de raios-X apresentados no item (5.3.1.1.1), pode-se observar que entre as
amostras referentes aos ensaios 35, 37 e 45, a mais cristalina € a 45 € a menos cristalina a
37. Assim, pode-se também concluir que em todos os casos observados uma maior
encapsulagio, da ordem de 40%, foi obtida nos lipossomas preparados a partir de pos-secos
mais amorfos (ensaio 37), provavelmente devido a maior capacidade de hidratagdo das
microestruturas. Para as amostras sem manitol (ensaio 45), o método de hidratagdo
(agitagdo rotatéria ou mecénica) ndo influenciou a eficiéncia de encapsulago, a qual

apresentou valores mais baixos que as amostras contendo manitol.

5.3.2.2.3. Liberagdo dos farmacos Isoniazida e Pirazinamida

As curvas de porcentagem de liberacdo de Isoniazida versus tempo para os
lipossomas preparados sob agita¢do rotatéria ou mecanica contendo o farmaco Isoniazida
encapsulado podem ser observadas na Figura 38. Os resultados foram expressos em termos

de porcentagem de liberagdo, calculada em relagdo ao farmaco total encapsulado.
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Figura 38: Perfis de liberagdo do farmaco Isoniazida encapsulado em lipossomas
preparados sob agitacdo (a) mecénica, (b) rotatoria. ___ (preto) ensaio 35, (vermelho)
ensaio 37,  (azul) ensaio 45. Os simbolos referem-se aos pontos experimentais € as

linhas aos modelos tedricos calculados.

Pode-se observar (Figura 38) liberagio gradual e dependente das caracteristicas das
particulas secas utilizadas e do tipo de agitagio usada na preparagdo dos lipossomas

(agitagdo mecanica ou rotatéria).

O método de preparagdo dos lipossomas influenciou a taxa de liberagdo do fdrmaco,
sendo que os lipossomas obtidos através de agitagdo rotatoria (Figura 38 (b)) apresentaram
taxas de liberagdo maiores e praticamente independentes da cristalinidade da microestrutura
do composito lipidico inicial, se comparados com os preparados através de agitagdo

mecanica (Figura 38 (a)).

Nos lipossomas preparados a partir das particulas lipidicas através de agitagdo
mecanica, quanto mais cristalina a estrutura dos compésitos lipidicos iniciais, menor a taxa
de liberagdo do farmaco. Comparando estes resultados com os obtidos na eficiéncia de
encapsulagiio (item 5.3.2.3.2), conclui-se que as particulas mais amorfas produzem

lipossomas com maior eficiéncia de encapsulagéo e taxa de liberagio do farmaco.

T d
3000
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A Figura 39 apresenta a liberagdo do farmaco Pirazinamida do lipossoma preparado

sob agitacdo mecénica, a partir das particulas solidas obtidas no ensaio 35. As
caracteristicas observadas foram semelhantes as obtidas para o farmaco Isoniazida. Ndo foi
possivel quantificar a liberagdo do farmaco dos lipossomas preparados a partir das

particulas obtidas no ensaio 37, devido a baixa concentrag@o de Pirazinamida encapsulada.
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Figura 39: Perfil de liberagio do farmaco Pirazinamida encapsulado em lipossomas
preparados sob agitagfio mecanica. O simbolo refere-se aos pontos experimentais € a linha

ao modelo tedrico calculado.

A Tabela 22 apresenta os valores da constante “k” determinada pelo modelo
difusivo e as permeabilidades dos farmacos “P” nos lipossomas. Apesar do bom ajuste dos
dados experimentais ao modelo, como mostrado nas figuras anteriores, os valores da
constante “k” obtidos foram em todos os casos também menores que a unidade. Como ja
comentado no item (5.3.1.1.5), neste caso os efeitos da transferéncia interfacial através da
membrana de didlise tornam-se igualmente significativos, o que justifica a necessidade de

utilizagdo de modelos que incluam a limitagio difusiva em estudos posteriores.
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Tabela 22: Constante “k” do modelo cinético difusivo e coeficiente de permeabilidade “P”

(equagdo 16) para os lipossomas.

Amostra k [h7] P [cm/s]

Agitaciio rotatéria 35i 7.27%10™ 1,04*10™"
37 1,42%10° 2,30%10™"

45i 3,17¥107 5,43%107"

Agitacio mecinica 351 2,90%10™ 2,28%10°%
35p 6,69%10™ 1,20¥10™"

3% 2,99%10™ 3,87¥10°°

45i 1,86%10" 2,50%10°"

Os valores de permeabilidade obtidos s3o da ordem de grandeza da permeabilidade

de moléculas carregadas e de moléculas grandes, tais como glicose e proteinas, através de

membranas de lecitina [Lasic, 1993]. Como os farmacos estudados ndo apresentam essas

caracteristicas, atribui-se os baixos valores de permeabilidade & maior resisténcia imposta

pelo empacotamento dos lipossomas produzidos.

5.3.2.3. Caracteristicas de processo e das particulas obtidas em escala piloto

O processamento de lipidios em escala piloto apresentou rendimento massico muito

baixo, menor que 10% , devido a utilizagdo de agua como solvente, o que foi comprovado

com o processamento da mesma solugdo aquosa em escala de bancada.

A Figura 40 apresenta os perfis de liberagdo do farmaco Isoniazida das particulas

lipidicas solidas preparadas em equipamentos de escala piloto e laboratério a partir de

solugdes aquosas.
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Figura 40: Perfis de liberagdo do farmaco Isoniazida (a) de 0 a 400 minutos, (b) de 0 a
3000 minutos;, para as particulas preparadas em equipamentos escala piloto (preto), ¢
laboratoric  (vermelho). Os simbolos referem-se aos pontos experimentais e as linhas

aos modelos tedricos calculados.

Observa-se que as particulas solidas apresentaram taxa de liberagdo do farmaco
gradual, sendo que as preparadas em equipamento de escala laboratorio apresentaram taxa
de libera¢do menor (inicial 0,038mg/min e total em 6h) se comparadas com as preparadas
em equipamento de escala piloto (inicial 0,057mg/min e total em 5h). O modelo

matematico difusivo ajustou-se bem aos dados experimentais em ambos os casos.

As propriedades das particulas solidas obtidas nos experimentos de secagem por
atomizagio em equipamentos escala piloto e laboratério sdo apresentadas na Tabela 23.
Ressalta-se que no equipamento em escala piloto as particulas foram coletadas na base da

camara de secagem ¢ no ciclone.
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Tabela 23: Efeito de pardmetros de escala em equipamentos de secagem por atomizagio
sobre as propriedades das particulas s6lidas.

Propriedade Escala laboratério Escala pilote
cimara cicione
Daer [m] 1,05 0,81/4,40* 0,80
Densidade [gfcm’] - 1,0455 1,0723
E; [%} 100 - 100
Mrpr [g/g] 0,0175 0,0273
Taxa liberagdo inicial [mg/min] 0,038 - 0,057
Liberagdo total [h} 6 - 5
k [B'] 8,55*%10° - 2,11*107
P [cn/s] 4,16*107 - 7,82%10°7
* distribuigao bimodal de tamanhos

Apesar das diferencas de configuracdes dos equipamentos, os resultados
apresentados na Tabela 23 nfio mostram grandes variagbes nas propriedades das particulas
produzidas. Resultados similares foram obtidos por Johansen e colaboradores [2000].
Observa-se que em ambas as escalas a eficiéncia de incorporagio do farmaco foi de 100%.
A populagio da ordem de 4pm obtida na cdmara de secagem do equipamento de escala
piloto ¢ formada por aglomerados de particulas. Vale ressaltar que essas particulas
apresentaram-se bastante heterogéneas, nio somente em relagdo ao tamanho, mas também a
coloracdo e morfologia. Devido as diferentes propriedades, essas particulas nio foram
usadas nos ensaios de libera¢do do farmaco.

Observa-se também que massa de firmaco por massa de produto foi maior para a
formulacdo obtida no equipamento escala piloto, sendo este valor semelhante ao obtido no
experimento 37 (item 5.3.1.1.3), quando se usou as mesmas concentragdes dos
componentes da solugdo de alimentagfo. Isso mostra a influéncia nfo s6 do equipamento
quanto do solvente.

UNICAMP
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A Figura 41 apresenta as imagens obtidas das particulas sélidas preparadas em
equipamentos de escala laboratério e piloto. Em ambos os casos as particulas produzidas
possuem geometria esférica, apresentando-se semelhantes nas micrografias, o que

comprova os resultados da Tabela 23.

FIEC I 08 RY S i EHT #1680 kv
Jun e 4l 2 ULo 1 Junt R

(2) (b)

Figura 41: Microscopia eletrnica de varredura referente aos experimentos de secagem em

equipamentos (a) escala laboratdrio, (b) escala piloto.

A partir das particulas soélidas produzidas, o aumento de escala da produgdo de
lipossomas por hidratagdo € praticamente direto, pois envolve somente o aumento do

namero de orificios no agitador, mantendo constante seu didmetro.

Esses resultados mostram a viabilidade do escalonamento do processo de produgéo
de particulas lipidicas s6lidas com propriedades de incorporagdo e liberagdo controlada de
farmacos, através da secagem por atomizacdo. O aumento de escala seguro dessas
formulages aponta para a perspectiva de produciio de pds-respiraveis e lipossomas para o
uso na terapia de varias doengas, contornando assim uma das grandes limitagbes da

comercializagdo desses produtos.
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6. CONCLUSOES

As conclusdes abaixo relacionadas representam as principais conclusdes referentes
aos topicos abordados neste trabatho: produgio e caracterizagio de particulas lipidicas
sélidas para liberagdo controlada de farmacos, produgio e caracterizagdo de lipossomas
para liberacdo controlada de firmacos e incorporacdo e liberagdo de farmacos de primeiro
tratamento da tuberculose em particulas sélidas e lipossomas.

A producio massica de sOlidos através da técnica de secagem por atomizacgio é
principalmente influenciada pelas varidveis operacionais do processo concentragio de
fosfolipidios e vazido da solugéio de alimentagfo. A altas concentragdes de fosfolipidio, foi
determinado um modelo de segunda ordem relacionando o rendimento méssico do processo
de produgdo das particulas secas com a vazio da solugéio de alimentagfo, o qual fornece um
rendimento maximo de 24% a uma vazio de 20mL/min, validado experimentalmente em
escala de laboratorio. O rendimento méssico do processo estd diretamente relacionado com
o didmetro das particulas produzidas, sendo que a principal perda de massa do processo
ocorreu no ciclone, na etapa de separagfo produto-ar. A inclusio de um ciclone adicional
para a coleta de particulas finas poderd aumentar o rendimento madssico do processo de
producdo das particulas slidas.

O processo de secagem por atomizagdo mostrou-se uma importante técnica para a
preparagdo de particulas lipidicas sélidas, potencialmente tteis como veiculos para
administragio de drogas. A variagdo das condigdes operacionais do equipamento, assim
como o uso de excipientes, permitiu a modulagio das propriedades das particulas secas,
produzindo estruturas mais amorfas ou cristalinas, com diferentes difmetros, distribui¢io
de tamanhos e propriedades térmicas. Estruturas mais cristalinas foram obtidas com o
aumento da concentrac@o de lipidios, da vazdo e da temperatura da solugio de alimentacio,
assim como do didmetro do atomizador. Estruturas amorfas foram produzidas com a
incorporagdio de manitol. As particulas solidas tém o formato esférico, e seu diAmetro
acrodinAmico encontra-se na faixa indicada para administracfio pulmonar (menor Sum). A
incorporagdo do farmaco Isoniazida nas estruturas s6lidas foi alta, com um minimo de 86%,
sendo a sua liberagio gradual ao longo do tempo. A incorporagdo do tuberculostitico
Pirazinamida nas estruturas s6lidas foi mais baixa, de 20 ¢ 75% para as estruturas mais
amorfas e mais cristalinas, respectivamente. A sua libera¢do também foi gradual ao longo
do tempo.
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Os lipossomas preparados a partir das particulas lipidicas secas mostraram-se
dependentes do tipo de impelidor utilizado, sendo que o de alto cisalhamento Kroma
produziu lipossomas menores € mais homogéneos em tamanhos, se comparados com o do
tipo pa dentada. A eficiéncia de encapsulagio do firmaco nos lipossomas mostrou-se
dependente do método e da solugfio de hidratagdo, assim como das propriedades do produto
seco. Lipossomas preparados a partir de sélidos mais amorfos apresentaram uma maior
eficiéncia de encapsulacfio e taxa de liberagio do farmaco, se comparados com lipossomas
preparados a partir de s6lidos mais cristalinos.

Os resultados em escala piloto mostraram a viabilidade do escalonamento do
processo como um todo: com a produgdo de particulas sélidas com propriedades
semelhantes as obtidas em escala de laboratério, e de lipossomas com a agitagdo de alto
cisathamento.

Conclui-se portanto, de modo geral, que o processamento de lipidios através de
secagem por atomizagdo produz de modo eficiente medicamentos de liberagdo controlada
tanto na forma sélida (membranas secas), quanto na forma liquida (lipossomas), sendo o

aumento de escala viavel.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Estudar o aumento de escala da producio de particulas lipidicas sélidas com o

o« e e »

escala laboratério;

2. Otimizar o processo em equipamento de escala piloto;

3. Testar as particulas lipidicas produzidas em dispositivos de inalagdo solida para
verificac8o da eficiéncia de inalagdo;

4. Testar in vivo os lipossomas e as particulas lipidicas produzidas para eficiéncia de
acdo;

5. Encapsular a Rifampicina e outros tuberculostaticos para testes de associagfes na
terapia da tuberculose;

6. Comprovar o escalonamento direto da hidratagdo das particulas sélidas em
equipamento piloto;

7. Estudar methor a separacdo particulas-ar, talvez com a inclusdo de dois ciclones em
8. Testar impelidor de alto cisalhamento com diAmetro do rotor maior.

9. Utilizar um modelo de ajuste para a liberagio dos farmacos que considere a
resisténcia da membrana.
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Anexo [

Neste anexo sio apresentadas as curvas de calibragdo obtidas no ensaio fosfato, para
a quantificagdo do lipidio (Figura I), e para a Isoniazida e Pirazinamida com e sem etanol,

para a quantifica¢do do farmaco nas amostras (Figuras II, III, IV e V, respectivamente).
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Figura I: Curva de calibragdo para a determinagfo da concentra¢do do lipidio.
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Figura II: Curva de calibragio para a determinaco da concentragdo de Isoniazida a partir

da reagio com etanol.
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Figura III: Curva de calibragio para a determina¢do da concentragdo de Isoniazida
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Figura IV: Curva de calibragio para a determinagdo da concentragio de Pirazinamida a

partir da reagdo com etanol.
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Figura V: Curva de calibragdo para a determinagdo da concentragdo de Pirazinamida.
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Anexo 11

Modelo da difuséo de solutos no interior de esferas porosas

O processo de difuséo dos farmacos do interior de particulas solidas e lipossomas ¢

apresentado na Figura VL.

Co =10

Equacio geral:

, c=c(r,6,9,1)
Concentragio E c==c(®,2)
¢ ' =00
tal
‘ >
Distincia

Figura VI: Modelo fisico de difusdo de solutos no interior de esferas solidas.

Nesse modelo considerou-se as seguintes hipoteses:

- A extracdo do soluto das esferas ocorre por difusio;

- A concentragdo do solvente nio de altera e é sempre nula: ¢, = 0 (0 que significa

em termos praticos que a quantidade de solvente é tdo alta que o soluto extraido

deixa apenas tragos de concentragfo no solvente),
- A difusdo € do interior das esferas solidas para o solvente;

- O coeficiente de transferéncia de massa entre o sélido e o fluido € muito elevado;
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- A concentragdo no exterior das esferas € igual a concentra¢do do solvente:
o(r = R)=c» = 0 (condigdo de contorno do modelo)

- Na pratica ¢, é constante e uniforme para uma certa esfera (e ndo no trecho da

coluna que contém as particulas);
- Existe simetriaem 8 e ¢, = c=c (1,t);

- Propriedades fisicas permanecem uniformes e constantes.

Como a difusdo ocorre no interior das esferas solidas, a equac3o geral para a difusido

sem reagdo quimica é:

DVic= % + div(c ;} (Eq. 35)

—3
Como o material € s6lido: v=0 , logo:

oc (Eq. 36)
pvie=Z
>

Para coordenadas esféricas:

_L.?_( zé“_jz-l_?ﬁ (Eq. 37)
ror Do

r
or

As condi¢Bes de contorno sdo:

ccl— (condigdo imicial) t =0, 0<r<R c(rt)=Cm . (Eq. 38)

cc2 >1>0, t>0, r=R c(Rt)=co=0 (Eq. 39)



cc3 —> ¢ (1,t) € um valor finito para 0<r <R

Utilizando o método de separagdo das vaniaveis:

or,8)= RO
& _r()60)

or -

100

Z_RePO

Substituindo na equagéo diferencial parcial (Eq. 37), tem-se:

L2 rep@l=5R00 0

| =

prreo()+r* R 60)= RO 0)

[

r

2

1 " " __,_}__ ’
T[Z'R 9+r’R"0)= ~ RO

Dividindo por ¢ = RS # 0, obtém-se:

—1——1~[2rR'+r 2R"]::

16
=R Y —-A  (constante)
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(Eq. 40)

(Eq. 41)
(Eq. 42)

(Eq. 43)

(Eq. 44)

(Eq. 45)

(Eq. 46)

(Eq. 47)

) é uma constante, A > 0, porque /im c{t) ¢ valor finito. Pode-se entdo separar as
>0

equagdes:
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rER"42rR+Ar*R=0

g +AD6 =0

A partir da equacio (49):

6(t) = Aexp (- ADt) (A)0 pela cc3)

Quando: A =0 = 6(t) = A (constante).

A partir da equagdo (48):
2
24 §+2r—§—+lr2R=O
Definir y=rR = R(r):-“‘—’-(—r)
r
aR_1,1
dr r 727

2
d'R_1, 2,2

a0

Substituindo as equagdes (53), (54) e (55) na equagido (52), tem-se:

1, 2., 2 1, 1
Pl iy Sy Syl —y——yltartd=
[,J/ = rsy) (y rzy}- 0

¥ r

(Eq. 48)
(Eq. 49)

(Eq. 50)

(Eq. 51)

(Eq. 52)

(Eq. 53)

(Eq. 54)

(Eq. 55)

(Eq. 56)



2
7:y"——-2y'+-g-‘y— + 2y'—-——r}i +Ary=0
r

y'+iAy =0

Para A=0, y=Br+c, ou Rr=Br+c, = R:30+f2.

¥

A0, y=B, sen(\/z)—%- c, cos(\/z r)

ou R= —i—[BA sen(w/;l_ r)+ c; cos(\fz r)]

Pela condicdo de contorno cc3 = C(r,t) € finita.

lz’m}- =40 € lz’ngsen@= Ji
r~» ¥

r—=>0p
Portanto: co=0ecy, =0
Logo:
clr,t), 4,=B,4 (1=0) (solugdo em regime permanente)

A, expl(- /?Dt)-i- sen(ﬁ r) (1)0) (solug@o em regime transiente)
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(Eq. 57)

(Eq. 58)

(Eq. 59)

(Eq. 60)

(Eq. 61)

(Eq. 62)

(Eq. 63)

(Eq. 64)
(Eq. 65)

Como num tempo infinito a concentrag¢do no interior da esfera € nula, entdo Ag=0.

Pelaccl, t=0Vr cfr,0)=c,

Pelacc2, )0 r=R c¢(R,1)=0

Ou, 4, exp(- /?.Dt)—;;sen(\/z R)= 0

Para a solu¢do ndo trivial isto so € possivel se JAR= nr, n=123..

(Eq. 66)
(Eq. 67)

(Eq. 68)

(Eq. 69)
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2
nw
A=} — n:1,2,3...
(R)

c(r,t)z A, exp[ ( R ) Dt};sen(ng) n=123..

Pela superposi¢do das solugGes:

ofr,1)= ZA exp!i [R} DtJ—;sen[nZ‘)

Pela ccl: c(r,0)= ZA -sen(n17:) Co
¥

Multiplicando por “r”

ZA sen( J Corlt 0<r<a

n=1

A solugdo da equagdo (74) € uma série de Fourier de senos, onde:

R _ 1y
- % | (cmr)sen(nm )dr _TWRe G s
S a nrw

Ou, rearranjando:

e)=-20. 5 expli- (%’-} DI}__S“;_.__

(Eq. 70)

(Eq. 71)

(Eq. 72)

(Eq. 73)

(Eq. 74)

(Eq. 75)

(Eq. 76)

(Eq. 77)

Considerando “N” particulas, a quantidade total do soluto difundido no solvente €

dada por:



epr:— (ﬁg_) DB} | sen(%

wr

]47zr2dr

nr

R

c(t) = Nj.c(r, t)4:ra-2dr =N|-2c,, g(.. 1)"

De (78) tem-se que:

= ()

)= W 37— e "

R
nr\’ R
o () ()
=—87zcim;(——l) e -
C CN
nir 2
CXP[‘ {—Ej DB:l
- n ~Rcosnrz
=-87ch@§(—— 1) e e
R R
n 2
exp[— [——é—[-) Dt]
=87chmR3§(—— 1)>" ——

r
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(Eq. 78)

(Eq. 79)

(Eq. 80)

(Eq. 81)

(Eq. 82)

(Eq. 83)

(Eq. 84)

(Eq. 85)
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Significa que todo o solvente estd no interior das “N” esferas, logo

@ 2
clt)=c, esendo: Z“}z' = —756-
n=1
2 . 86
1=A*_7_r__,, logo A*:___62_ (Eq. 86)
6 /4
c(t) = Z exp( n zzzkt) (Eq. 87)
int n=l n

A concentragdo de farmaco difundido ao meio sera:

47R?[e,, — IV

c*(f)= ; (Eq. 88)

A concentragdo total de farmaco no interior das esferas, expressa por unidade de

volume do meio, €é:

47R°N
3
¢*i = Cimt % (Eq. 89)
Onde: V = volume do meio e N = niimero de esferas do meio, logo:
* [+ 4]
(t) =1- —é— - exp(~— nzn'zkt) (Eq. 90)

”n:l

A equagdo (90) corresponde ao modelo ja calculado por Guy e colaboradores
[1982].





