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RESUMO

TESTA, Carla Giordani. Desenvolvimento de formulagao contendo
montelucaste para administragao pulmonar. Rio de Janeiro, 2026. Tese de
Doutorado - Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2026.

A asma e uma doenga inflamatona cronica caracterizada pela obstrugao do fluxo
de ar das vias respiratérias, causando sintomas como falta de ar, tosse e aperto
no peito. O montelucaste (MTK) é um antagonista dos receptores de leucotrienos
amplamente utilizado no tratamento da doenga, sendo atualmente
comercializado como sal sodicc em formulagbes orais. Entretanto, sua
administragao por via oral apresenta farmacocinética variavel, associada a
moderada biodisponibilidade, metabolismo de primeira passagem significativo e
ampla distribuicao periférica. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo desenvolver e caracterizar, in vitro, formulagbes para inaladores de po
seco (DP1) contendo MTK, visando a administragao pulmonar direta e a potencial
reducdo de dose e efeilos adversos sistémicos. As microparticulas foram
produzidas por spray drying a partir de solugoes etanol/agua contendo MTK, com
ou sem L-leucina, associada a diferentes concentracdes de hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HPBCD). As particulas DPl desenvolvidas apresentaram
propriedades compaliveis com a administragao pulmonar, exibindo morfologia
predominantemente esférica, baixa rugosidade superficial, diametros
geomeétricos inferiores a 5 pm, teor de umidade residual adequado e densidades
inferiores a 0.4 g/cm?®, caracteristicas que favorecem a dispersibilidade e o
desempenho aerodinamico. Os estudos in vitro demonstraram que todas as
formulagdes apresentaram diadmetro aerodinamico médio de massa (MMAD)
enlre 223 ym e 4,21 pym, dentro da faixa considerada ideal (1-5 ym) para
deposigao no trato respiratorio inferior. Destaca-se que as formulagées com
menor concentragdo de MTK exibiram maiores fragoes de particulas finas e
doses emitidas superiores a 70%, indicando melhor eficiéncia de aerossolizagao.
Além disso, observou-se um incremento na taxa de dissolugdgo em fluido
pulmonar simuladoe em comparagdo ao farmaco isolado, A avaliagao de
citotoxicidade evidenciou baixa toxicidade do MTK e das formulagtes em células
pulmonares Calu-3, embora a linhagem de macrofagos J774A.1 tenha
demaonstrado maior sensibilidade em concentragoes superiores a 42 mM. Em
conjunto, os resultados indicam que sistemas baseados na associag@o
MTK:HPBCD, combinados a L-leucina, configuram uma estratégia promissora
para o direcionamento pulmonar do MTK e para o tratamento local da asma,

Palavras-chave: asma, montelucaste, administracdo inalatéria, pd seco para

inalacao.



ABSTRACT

TESTA, Carla Giordani. Development of montelukast-containing formulation
for pulmonary administration. Rio de Janeiro, 2026. Tese de Doutorado -~
Programa de Pods-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2026.

Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by airway cbstruction,
leading to symptoms such as shortness of breath, cough, and chest tightness.
Montelukast (MTK), a leukotriene receplor antagonist, is widely used In the
treatment of this condition and is currently marketed as the sodium salt in oral
formulations. However, its oral administration is associated with variable
pharmacokinetics, moderate bioavailability, significant first-pass metabolism, and
extensive peripheral distribution. In this context, the present study aimed to
develop and characterize, in vitro, dry powder inhalation (DPI) formulations
containing MTK, targeting direct pulmonary delivery with the potential to reduce
the administered dose and systemic adverse effects.

Microparticles were produced by spray drying from ethanol/water solutions
containing MTK, with or without L-leucine, combined with different concentrations
of hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD). The developed DPI particles exhibited
properties suitable for pulmonary administration, including predominantly
spherical morphology, low surface roughness, geometric diameters below S pm,
adequate residual moisture content, and densities lower than 0.4 gicm?®, all of
which favor dispersibility and aerodynamic performance.

In vitro studies demonstrated that all formulations presented mass median
aerodynamic diameters (MMAD) ranging from 2.23 uym to 4.21 pm, within the
range considered ideal (1-5 ym) for deposition in the lower respiratory tract.
Notably, formulations containing lower MTK concentrations exhibited higher fine
particle fractions and emitted doses above 70%, indicating improved
aerosolization efficiency. Furthermore, an increased dissolution rate in simulated
lung fluid was observed compared fo the isolated drug. Cytotoxicity evaluation
revealed low toxicity of MTK and the developed formulations in Calu-3 pulmonary
cells, although the J774A.1 macrophage cell line showed greater sensitivity at
concenlrations above 42 mM.

Overall, the results indicate that MTK:HPBCD-based systems, combined with L-
leucine, represent a promising strategy for pulmonary targeting of MTK and for
the local treatment of asthma.

Keywords: asthma; montelukast; inhaled administration; dry powder inhaler.
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1 INTRODUGCAO

A asma € uma importante doencga inflamatoria cronica das vias respiratorias,
que afeta aproximadamente 300 milhGes de pessoas em todo mundo (Gina, 2025). O
nimero de casos tem aumentado em diversos paises, representando elevados
custos, principalmente em fungdo de seu carater debilitante (Yuan et al., 2025). A
doenga é caracterizada pela inflamagao e hiperresponsividade das vias aéreas,
resultando em broncoconstricdo, edema da parede e hipersecregdo de muco. Esses
mecanismos fisiopatolégicos manifestam-se clinicamente por sintomas como
dispneia, tosse persistente, sibilancia e sensacdo de aperto no peito (Boboltz; Kumar;
Duncan, 2023). Os sintomas podem ser desencadeados por diversos fatores,
incluindo infecgoes virais, exposigao a alérgenos, agentes ocupacionais, uso de
medicamentos, exercicio fisico, eslresse e poluentes atmosféricos (Chipps et al,
2023).

O tratamento da asma envolve manter o controle dos sintomas e prevenir a sua
progressado, evitando a ocorréncia de exacerbagodes, instabilidade clinica, perda
acelerada da func¢do pulmonar e efeitos adversos associados 3 terapia (Gina, 2025;
Martinez-Tenopala et al., 2026). Os agentes terapéuticos tém como alvo a
broncoconstrigdo e a inflamagdo. Assim, a primeira linha no manejo da asma inclui os
corticosteroides inalatérios (Cl) e os agonistas B2-adrenérgicos. Os Cl sdo
considerados o padrao-ouro no tratamento da doenga, uma vez que sao capazes de
suprimir multiplos processos inflamaltérios simultaneamente (Singh; Shah; Singh,
2016). Apesar de sua elevada eficacia anti-inflamatdéria, os Cl apresentam a¢ao nao
especifica e estdo associados a efeitos adversos relevantes, especialmente em
tratamentos de longo prazo, tais como retardo do crescimento em criangas,
osteoporose, reducdao da massa éssea, calarata, glaucoma, supressao adrenal e
doencgas orofaringeas (Heffler et al.,, 2018). Quando o uso isolado de Cl| nao é
suficiente para manter o controle dos sintomas, estes podem ser associados a
agonistas f2-adrenérgicos de longa duragao (LABA) (Bateman et al., 2019). Por outro
lado, durante exacerbagbes agudas da asma, agonistas 2-adrenergicos de curta
duragao (SABA), comc o salbutamol, sdo utlizados para promover o rapido
relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas (Kittana et al,, 2016),

Os antagonistas dos receptores de leucotrienos, como o montelucaste (MTK),
zafirucaste, ritolucaste e verlucaste, sao utilizados como terapias adjuvantes de
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segunda linha em pacientes com asma ndo controlada (Sood et al, 2024). Os
leucotrienos cisteinicos (LTCs, LTDs e LTE4) sao moléculas inflamatorias potentes que
desempenham papel central na fisiopatologia da asma ao se ligarem aos receptores
de leucotrienos, principalmente receptores de leucotrienos cisteinicos tipo 1 (CysLT1),
desencadeando broncoconstricdao, hipersecrecdo de muco, aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento de eosindfilos. Esses receptores apresentam
elevada expressao na musculatura lisa das vias aéreas e em células inflamatodrias,
incluindo eosindfilos, linfocitos e macrofagos e estdo extensamente distribuidos nos
tecidos brénquicos e alveolares de pacientes com asma (Figueroa et al, 2001,
Organon, 2025; Yamamoto et al., 2019).

Figura 1. Farmula estrutural do MTK. Adaptado de USP-NF (2025).

O MTK (Figura 1) é indicado para pacientes adultos e pediatricos a partir de
dois anos de idade, com eficacia comprovada na profilaxia e no tratamento cronico da
asma, incluindo a prevengao de sintomas diurnos e noturnos, a broncoconstrigao
induzida por exercicio, a melhora da fun¢gdo pulmonar e o manejo de pacientes com
asma sensivel a aspirina, aléem do alivio de sinfomas de rinite alérgica. Pode ser
utilizado em monolerapia ou em associagao a outros farmacos, especialmente Cl,
apresentando efeito aditivo no controle da asma ou possibilitando a redugéo da dose
de corticosteroides necessaria para manter a estabilidade clinica (Organon, 2025).

O MTK possui formula molecular CasH3sCINO:S e massa molar de 586,18
g/mol, sendo um composto acido altamente lipofilico com logP estimado em 8,79
(ADMET™ predictor) (Okumu; DiMaso; Lobenberg, 2008). Apresenta solubilidade
dependente de pH devido a dois grupos ionizaveis (pKa1 = 2,7 e pKaz = 5,8) (Thibert
et al., 1996). Em condi¢bes acidas, tanto o grupamento quinolinico quanto o acido
carboxilico permanecem protonados, resultando em baixa solubilidade aguosa devido
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a natureza predominantemente hidrofébica do farmaco. Na regido zwitteridnica (entre
pH 2.7 e 5,8), o grupo acido carboxilico se desprotona enquanto o anel quinolinico
permanece prolonado, formando espécies zwitteribnicas com solubllidade minima.
Acima do pH neutro (pH > 5,8), o MTK torma-se completamente desprotonado e
carregado negativamente, aumentando sua solubilidade aquosa (Thibert et al., 1996).
Na pratica, o acido livre do MTK & considerado pouco sollvel, com valores reportados
de 0,2-0,5 pg/mL em agua a 25 °C (Thibert et al., 1996).

Pela combinagado de baixa solubilidade e alta permeabilidade (5107 cm/s)
(Varma et al., 2017), o MTK classifica-se como farmaco classe || no Sistema de
classificagao biofarmacéutica (SCB) (Sawatdee et al, 2020). Considerando que o SCB
se restringe ao trato gastrointestinal, fol proposta uma extensao voltada a via
pulmonar, que leva em consideracdo aspectos especificos da fisiologia dos pulmdes,
bem como a deposigao de particulas e os processos subsequentes de dissclugao e
absorcdo (Eixarch et al., 2010). Entretanto, sua aplica¢do ainda é restrita devido a
limitagbes metodoldgicas, principalmente relacionadas a auséncia de métodos
preditivos e padronizados para a caracterizagao de produtos inalaveis (Forbes et al.,
2025).

Para substancias pouco soluveis, formulagoes farmacéuticas frequentemente
utilizam formas salinas ou sistemas avancados de liberagcao para aprimorar a
biodisponibilidade. No caso do MTK, seu sal sddico, a forma comercialmente
disponivel do insumo farmacéutico ativo (IFA), apresenta aumento significativo na
solubilidade (100-1000 ug/mL) (Barbosa; Almeida Paz; Braga, 2016). O MTK sodico
apresenta-se como po branco a amarelado, higroscopico, oticamente ativo e soluvel
em alcool, dgua e cloreto de metileno (USP, 2025). O IFA frequentemente apresenta
natureza amorfa (Park et al., 2022).

Atuzlmente, o MTK & comercializado na forma de granulos e comprimidos
mastigaveis ou revestidos para tratamento da doencga peia via oral. A dose diaria
recomendada & de 10 mg ao dia para adultos e 5 mg para pacientes pediatricos de 6
a 14 anos. No entanto, o MTK apresenta consideravel varnabilidade farmacocinética
(Kittana et al., 2016, Mougey et al., 2009), caracterizada por uma biodisponibilidade
oral moderada (60-70%) e associada a significativo metabolismo de primeira
passagem, curto tempo de meia-vida e extensa distribuigao em compartimentos
periféricos (Mougey et al., 2009; Patel; Rashid; Ahsan, 2017). além de efeitos
adversos significativos, incluindo eventos psiquiatricos (pesadelos, lateragoes
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comportamentais e pensamentos suicidas) (Organon, 2025).

A analise do banco de dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) evidencia que o mercado brasileiro de MTK & fortemente concentrado em
formas farmacéuticas sdlidas orais, especialmente comprimidos revestidos e
mastigaveis, que representam, aproximadamente 93%, dos registros ativos. O
medicamento de referéncia associado a essas apresentagdes é o Singulair®, a partir
do qual se observa ampla disseminagao de medicamentos genéricos e similares. Em
contraste, uma forma farmacéutica alternativa, como granulado oral, apresenta
participacao reduzida e é direcionada principalmente ao publico pediatrico.

Quadro 1. Produtos MTK registrados no Brasil.

N° de registros
Forma farmacéutica Dose = Medicamento referéncia .
ativos
‘Montelair®
Granulado oral 4 mg (Aché Laboraltorios 5
Farmacéuticos S.A.)
= o T 4 mg Singulair® 17
Comprimidos mastigaveis )
5mg (Organon Farmacéutica 17
Comprimidos revestidos 10 mg Ltda) 19

A administragao pela via inalatoria permite o direcionamento de farmacos para
os pulmdes tanto para agao local quanto sistémica, por uma via nao invasiva (Ambrus
et al., 2018). A natureza do efeito & determinada pela velocidade e extensao da
absorgaoc pulmonar, bem como do tempo de residéncia do farmaco nos pulmdées e dos
mecanismos de depuragao envolvidos (Hastedt et al., 2016). No caso de farmacos de
acgao local, é fundamental maximizar as concentracdes pulmonares livres, enquanto
se minimiza a expeosigao sistémica, a fim de otimizar a eficacia terapéutica e a
seguranga. Nesse contexto, a via inalatoria represenia uma estratégia particularmente
adequada para a administra¢ao de farmacos de baixa bicdisponibilidade sistémica,
como o MTK. A administragao pulmonar possibilita inicio de agao rapido no controle
das doengas respiratérias (Zhang et al., 2025), alem de evitar o metabolismo hepatico
de primeira passagem e reduzir a ocorréncia de efeitos adversos sistémicos
(ElKasabgy; Adel; Eimeligy, 2020; Floroiu et al., 2024). Comparativamente & via oral,
a administragaoc inalatoria pode ainda permitir reducac de dose (Suzuki et al,, 2018).
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Estudos farmacodinamicos demonstraram que o MTK administrado por via inalatéria
apresenta eficacia terapéutica comparavel a via oral, mesmo em doses
aproximadamente dez vezes menores (Abdel-Gawad et al., 2020).

Apesar de o MTK representar um candidato promissor para administracao
inalatoria, até o momento nao ha produtos comercializados, e apenas um nimero
limitado de estudos avaliou sua eficacia e seguranga por essa via. Em estudo
conduzido por Patel e colaboradores (2017), a biodisponibilidade do MTK
administrado por via intratraqueal em ratos foi superior a 80%, enquanto a via oral
apresentou cerca de 25%, resultando em aumento aproximado de trés vezes na area
sob a curva (ASCq.1z) para a formulagdo inalada. Além disso, a administracdo
pulmonar promoveu malor concentragdo plasmatica maxima e mela-vida de
eliminagdo mais prolongada em relagdo a via oral, com parametros proximos aos
observados apds adminisfragdo intravenosa. Esses achados indicam que a via
inalatéria contorna o metabolismoe de primeira passagem hepatica, permitindo
potencial redugdo de dose e possivel ampliagao do intervalo entre administragtes
(Patel; Rashid: Ahsan, 2017).

No contexto clinico, um ensaio de fase | demonstrou que pacientes com asma
cronica que receberam MTK como po seco para inalagdo (25-1000 pg/dose)
apresentaram broncodilatacao rapida e sustentada em comparagao ao placebo (Philip
et al.. 2010). O inicio de agao foi dependente da dose, ocorrendo em
aproximadamente 2 horas para a menor dose eficaz (100 pg) e em 20 minutos para a
dose de 1000 pg, com duracéo do efeito de até 24 horas e tolerabilidade semelhante
a do placebo, indicando eficacia e seguranga local da administragao do farmaco pela

via inalatoria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Sistema respiratério

A compreensao da complexidade estrutural sistema respiratorio humano é
essencial para reconhecer seu ambiente singular e altamente eficiente tanto para a
administracao local quanto sistémica de farmacos, oferecendo vantagens relevantes
em relagdo as vias oral e intravenosa, Os pulmdes apresentam uma grande area
superficial: com cerca de 300-400 milhdes de células epiteliais que proporcionam uma
area estimada de até 100 m#, principalmente na reqido alveolar (Wang et al., 2024).
Além da extensa vascularizacao e elevado suprimento sanguineo, o tecido pulmonar
também apresenta menor afividade enzimatica quando comparado ao trato
gastrointestinal e ao figado, o que o torna um sitio favoravel para a administracao de
medicamentos (Wang et al., 2024).

No caso especifico do MTK, o farmaco € amplamente metabolizado no figado,
sendo apenas uma pequena fragdo da dose administrada por via oral excretada
inalterada pela bile (Barbosa;, Almeida Paz; Braga, 2016; Cheng, 1996). Dados
experimentais demonstram que aproximadamente 48% do MTK foi metabolizado apos
3 horas de incubagdo com fragdes S9 de figado de rato, enquanlto apenas cerca de
12% do farmaco sofreu metabolizagdo em homogenatos pulmonares nas mesmas
condigbes. Essa diferenga na capacidade metabolica é atribuida principalmente a
expressdo significativamente reduzida de enzimas do citocromo P450 nos pulmbes,
em especial das isoformas CYP3A4 e da subfamilia CYP2C (Patel, Rashid, Ahsan,
2017).

O epitélio das vias aéreas conslitui a principal barreira 4 absorgao sistémica e
possui caracleristicas estruturais diferentes ao longo do trato respiratério (Ganesan,
Comstock; Sajjan, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Eptélio pulmonar. Adaptado de PATTON: BYRON (2007).

Na regido brdnquica, o epitélio apresenta-se como uma camada colunar
pseudoestratificada (50-60 um), constituido por células basais, caliciformes e ciliadas,
O fluido de revestimento pulmonar, presente em volume limitado (10 a 30 mL), é
constituido por duas camadas distintas: uma camada sol periciliar e uma camada
superior de gel mucoso, rica em glicoproteinas (mucinas), proteinas, lipidios, sais
inorganicos e agua (Guo et al., 2021). A camada de gel mucoso, com espessura
aproximada de B a 15 pm, atua como barreira fisica e quimica, restringindo a difuséo
de substancias inaladas (Patton; Byron, 2007). Em conjunto, o epitélio ciliado das vias
aéreas e o muco sobrejacente formam o sistema de depuragdo mucociliar (mucociliary
clearance, MCC), também conhecido como “escada mucociliar”, um importante
mecanismo de defesa inato. Nesse sistema, o muco aprisiona particulas e patogenos
inalados, que sdo subsequentemente lransportados para fora dos pulmdes pelo
batimento coordenado dos cilios epiteliais (Huck et al,, 2022). Farmacos soluveis que
se dissolvem mais rapidamente do que sao removidos pelo MCC apresentam maior
propensdo & absor¢do pulmonar e a entrada na circulagdo sistémica. Em
contrapartida. particulas de farmacos de dissolugao lenta depositadas nas vias aéreas
condutoras sao removidas pelo mecanismo de depuragao mucociliar, sendo
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transportadas das regides centrais dos pulmdes em diregdo a faringe, onde podem
ser deglutidas, Particulas insoliveis com didmetro geométrico superior a 6 ym sao
preferencialmente eliminadas por esse mecanismo (Wang et al, 2014).

Na regidao dos alvéolos, porém, o epitélio absorvente torna-se mais fino,
podendo chegar a uma espessura de 0,1 pm. Esse epitélio é formado por dois tipos
celulares: as células epiteliais alveolares tipc 1, que sdao mais largas e finas e
correspondem a 90% da superficie alveolar, e as células lipo 2, capazes de gerar
células tipo 1 e responsaveis pela sintese e secrecdo de surfactantes pulmonares,
que formam o filme na interface liquido-ar (Liu et al., 2020). A medida que as vias
aéreas se estreitam, o fluido de revestimento pulmonar torna-se progressivamente
mais fino. Na regiao alveolar, a camada de muco esta ausente, sendo subslituida por
um filme de surfactante composto por fosfolipidios, colesterol e proteinas (Guo et al,,
2021), o qual, alem de permitir a troca gasosa eficiente, favorece a difusao e a
absor¢ao de farmacos inalados para a circulacao sistémica (Labiris; Dolovich, 2003).

A depuracgao de particulas também pode ocorrer nos alvéolos, onde particulas
insoliveis depositadas sao fagocitadas por macréfagos alveolares, que constituem o
principal mecanismo de depuragao nao absortiva nas regioes periféricas nao ciliadas
(Borghardt; Kloft; Sharma, 2018). Esses macréfagos reconhecem e eliminam
preferencialmente particulas com diametro entre 1 e 5 pm, faixa que inciui a maioria
dos microrganismos patogénicos e particulas ambientais potencialmente nocivas ao

sistema respiratorio,

2.2. Mecanismos de deposic¢ao pulmonar

Apos a deposigao pulmonar, a biodisponibilidade do farmaco é influenciada por
sua solubilidade, pela taxa de dissolucao no fluido de revestimento pulmonar e pela
permeabilidade através do epitélio pulmonar (Floroiu et al., 2024). Entretanto, o
alcance da superficie epitelial depende do comportamento aercdindmico das
particulas inaladas ao longo das vias aéreas. O destino de um farmaco inalado é
determinado por dois atributos fundamentais do produto: a massa efetivamente
entregue e sua distribuicdo regional nos pulmobes. Assim, a compreensao dos
mecanismos que governam a deposigdo de aerossois farmacéuticos no trato
respiratdrio & essencial para a otimizagdo da lerapia inalatéria e para o aumento da
eficacia no tratamento de doengas pulmonares.
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Trés mecanismos fundamentais governam o destino das particulas inaladas no
trato respiratono: impactacgao inercial, sedimentagao gravitacional e difusao (Figura 3)
(Cheng et al., 2014).

Impactacio inercial

Exalacao

Ditusao

I
Figura 3. Principais mecanismes de deposigio das particulas no trato respiratdrio, Adaptado de Demoly
elal. (2014).

A impactagac ocorre quando particulas, em razao de seu momento inercial,
ndo conseguem acompanhar as mudangas na dire¢io do fluxo aéreo e colidem com
as paredes das vias respiratorias. Esse mecanismo afeta predominantemente
particulas maiores (> 5 pm) inaladas a altas taxas de fluxo, que tendem a se depositar
nas vias aéreas superiores, especialmente nas regides extratoracica e orofaringea
(Chalvatzaki; Chatoutsidou; Lazaridis, 2020; Williams; Carvalho; Peters, 2011). Essas
particulas sao frequentemente deglutidas, o que pode reduzir a eficacia puimonar do
tratamento e resultar em efeitos locais ou sistémicos indesejados (Demoly et al., 2014,
Dey; Bock: Garcia, 2025). Em contrapartida, particulas que ndo se depositam,
particularmente aquelas com didmetro inferior a 1 pm, podem ser exaladas devido a
sua baixa velocidade de sedimentacdo (Demoly et al., 2014; Shekunov et al., 2007,
Usmani, Biddiscombe; Barmes, 2005).

Particulas com tamanho entre 1 e 5 uym depositam-se predominantemente por
sedimentagdo gravitacional (Dhoble et al., 2024). A medida que a velocidade do fluxo
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de ar diminui, o tempo de residéncia das particulas nas vias aéreas aumenta,
favorecendo sua deposigao gradual durante o transporte ao longo do trato respiratorio.
Esse mecanismo ocorre principalmente nas vias aéreas mals estreitas, como
bronquios e bronquiclos, bem como nos espacgos alveolares (ElKasabgy; Adel,
Elmeligy. 2020).

A difusdo, ou movimento browniano, torna-se relevanle para particulas
ultrafinas (< 1 ym), que apresentam movimento aleatorio resultante de colisdes
moleculares (Williams,; Carvalho; Peters, 2011). Esse é o principal mecanismo de
deposigao dessas parliculas que efetivamente alcangaram as regides profundas do
pulmao (alvéolos), sem serem exaladas nas vias aéreas superiores. A difusdo envolve
o deslocamento das particulas de regides com maior concentragao no ar em dire¢ao
as paredes das vias aéreas, onde a concentragdo € menor (ElKasabgy; Adel;
Elmeligy, 2020),

2.3. Dispositivos inalatérios

A maioria dos farmacos inalaveis requer dispositivos especificos para a
administragao da dose no sitio de agao. Nebulizadores, inaladores dosimetrados
pressurizados (pressurized metered-dose inhalers, pMDIs) e inaladores do tipo pé
seco (dry powder inhalers, DPls) sdo os principais tipos de dispositivos utilizados na
terapia inalatéria. Esses sistemas administram os medicamentos na forma de
aerossois, 0s quais consistem em goticulas liquidas ou particulas soélidas suspensas
em um meio gasoso (Ye, Ma;, Zhu, 2022). Cada tipo de disposilivo apresenta
vantagens e limitagdes especificas, e sua selegdo deve ser individualizada,
considerando fatores relacionados ao paciente, ao medicamento e ao préprio
dispositivo (custos, manutencgado, técnica de uso),

2.3.1. Nebulizadores

Os nebulizadores podem ser de jato, mesh ou nebulizadores ultrassdnicos e
s@o dispositivos que administram o farmaco na forma liguida como uma névoa.
Possibilitam a nebulizagdo de misturas de medicamentos, o uso com respiragdo em
volume corrente e adequados a pacientes de qualquer idade ou mesmo inconscientes
(Sonno et al., 2020). Apesar de seu uso difundido em ambientes de emergéncia e
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durante internagdes hospitalares, especialmente em crises asmaticas graves, os
nebulizadores apresentam algumas limitagoes, como o tempo prolongado necessario
para a aerosolizagao, balxa portabllidade, dependéncia de fonte exlemna de energia,
custo relativamente elevado e a necessidade de desmontagem e limpeza frequentes
apos cada utilizagao (lbrahim; Verma; Garcia-Contreras, 2015; Shahin; Chablani,
2023). Muraki e colaboradores (2009) investigaram o efeito do MTK sadico nebulizado
sobre a hiperresponsividade das vias aéreas em um modelo animal de asma,
utilizando a broncoconstricdo induzida por leucotrienos cisteinicos (LTCs e LTDa)
como estimulo. A resposta das vias aéreas foi avaliada por alteragées na pressao
maxima de abertura das vias aéreas (Pao) em animais previamente tratados com
inalacao de MTK (10 mg/mL) ou solucdo salina por 15 minutos. Nos animais controle
tratados com salina, a Pao aumentou rapidamente apos a inalagao dos leucotrienos,
atingindo valores maximos entre 30 segundos e 5 minutos. Em contraste, o MTK
nebulizado suprimiu de forma significativa os aumentos de Pao induzidos pelos
leucotrienos, reduzindo as resposlas a niveis basais. O pré-tratamento com MTK
inalado inibiu de maneira eficaz os picos de Pao induzidos tanto pela administragao
inalatdria quanto intravenosa de LTC4 e LTD4 (Muraki et al., 2009).

2.3.2. Inaladores dosimetrados pressurizados

Os inaladores pressurizados sao os dispositivos inalatornos mais utilizados
(Wang et al., 2024). Estes sistemas pulverizam suspensdes ou solugdes do farmaco
utilizando um gdas propelente para administragdo diretamente nos pulmdbes. Eles
permitem a administragdo rapida, portati e consistentes de medicamentos,
especialmente quando comparado aos nebulizadores (Anderson, 2018). No entanto,
a dificuldade de coordenacao entre a atuagao do dispositivo e a inalac¢ao pelo paciente
muitas vezes limita sua utilizagado (Shahin; Chablani, 2023). Novos modelos de
inaladores pressurizados acionados pela respiracdao, como o Easibreathe®, sao
ativados automaticamente quando o dispositivo detecta respiragdo do paciente e
emite a dose em resposta (Ibrahim; Verma; Garcia-Contreras, 2015).

Na década de 1950, os pMDI continham gases clorofluorcarbonos (CFC) como
propelentes em sua composicdo. Com o tempo, principalmente por questoes
ambientais, os dispositivos contendo CFC foram substituidos pelos seus congéneres
com propelente hidrofluoralcano (HFA), que € um gas inerte, eficaz, atoxico e seguro.
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O HFA tem répida absor¢do e eliminagdo pulmoenar e ndo estd associado & deple¢ao
da camada de ozdnio. A utilizagao de inaladores de alta pressao com HFA, no entanto,
ndo & adequada para todo tipo de farmacos, particularmente produtos biol6gicos,
devido a sua faixa de dose geralmente pequena em fung¢ao da atuagao e instabilidade
fisico-quimica (congelamento ou precipitagao) (Moon et al., 2019; Wang et al., 2024).
Alguns gases propelentes como HFA-134 e HFA-227 também ndo sdo adequados
para farmacos pouco soluveis, causando bloqueio do orificio de dispersao, faita de
homogeneidade da suspensdo, com aglomerag¢ao ou sedimentagido (Moon et al,,
2019) Utilizando um delineamento fatorial, Sawatdee e colaboradores (2020)
propuseram 22 diferentes formulagées de pMDI para a administracdo inalatéria de
MTK, como alternativa a via oral. As formulagdes continham MTK como principio ativo,
propelente HFA-134a ou uma mistura de HFA-134a/HFA-227, além da incorporagao
de etanol como co-solvente e polietilenoglicol (PEG) 400 como solubilizante. Oito
formulagdes apresentaram propriedades aerossois favoraveis, atendendo ao critério
de variagao de dose, na faixa entre 80 e 120% do valor declarado (15 pg de MTK por
inalagao) (Sawatdee et al., 2020).

2.3.3. Inaladores tipo p6 seco

Como alternativa aos pMDI, os DPI foram introduzidos na década de 1960. Os
DPI sao dispositivos portateis acionados pela inalagao, que nao requerem o uso de
propelentes e que administram o medicamento na forma de pd seco através da
aerolizagdo induzida por cisalhamento (Abdel-Gawad et al,, 2020). Esses dispositivos
sao geralmente prefendos pois nao dependem da coordenacgao entre a atuacao e
respiragao. Porem, a dose administrada é altamente depende da taxa de fluxo
inspiratério do paciente, podendo, algumas vezes, apresentar varabllidade (Sorino et
al., 2020).

Os pos secos para inalagao podem ser divididos em duas categoriais principais:
sistemas com carreadores e sistemas isentos de carreadores (Shetty et al., 2020).
Nas formulagbes convencionais baseadas em cameadores, as particulas de farmaco
micronizado (1 a 5 um) sdo misturadas com um excipiente carreador de maior
didmetro (50 a 200 um), geralmente a lactose (Elsayed; Shalash, 2018). O carreador
melhora a fluidez dos pos, facilita a liberagdao do farmaco a partir do dispositivo e
melhorando a deposi¢ao pulmonar (Scherliel et al., 2022). A adigao de um carreador
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também aumenta o volume de pé a ser administrado, minimizando a variabilidade da
dose inalada (Faulhammer et al., 2015). Em contrasie, os sistemas isentos de
carreador sdo constituldos exclusivamente por particulas de farmaco ou formulagoes
processadas de farmaco-excipiente, projetados para superar limitagoes das
formulagbes convencionais, como baixa uniformidade de mistura, coesividade
excessiva e capacidade de dosagem limitada (Luna Lazo et al., 2023).

Por meio de técnicas de engenharia de particulas, é possivel produzir
particulas com propriedades aerodinamicas otimizadas, favorecendo a deposi¢ao
pulmonar (Ambrus et al,, 2018). Os métodos de formulagao de DPI incluem secagem
por pulverizacdo (spray drying, SD) (Abdel-Gawad et al., 2020; Faramarzi et al., 2015;
Moussa et al., 2015; Panchal et al., 2012), secagem por pulverizagcao/congelamento
(spray-freeze drying) (Aziz et al., 2023), eletropulverizagao (electrospraying) (Yaqgoubi
et al., 2020), método de evaporagdo de solvente (Patel et al,, 2014, Patel et al., 2017,
Patel; Rashid; Ahsan, 2017, Sathishkumar; Kumaresan, 2017), micronizac¢ao a jato
(Liu et al., 2025, Moon et al., 2019) e tecnologia de fluidos supercriticos (Ma et al.,
2023).

23371 Spray drying

Entre as técnicas de engenharia de particulas empregadas, SD é amplamente
utilizada na producao de sistemas particulados para administracao inalatéria de
farmacos (Bahrainian et al., 2021; Lechanteur et al., 2023; Ogéin et al., 2011; Sarcinelli
et al., 2021; Scherliel® et al., 2022). Seu uso é difundido devido a sua capacidade de
produzir particulas inalaveis com tamanho, morfologia e propriedades controladas, em
um processo Unico, reprodutivel e escalonavel (Ziaee et al., 2019). Comparado a
outros métodos preparativos como a micronizagao, o SD permite controle mais preciso
das propriedades fisico-quimicas das particulas, melhorando © desempenho
aercdinamico e a deposigao pulmonar eficiente (Adhikari; Gordon; Das, 2022).

No processo de SD (Figura 4), um liquido é pulverizado em uma cdmara
aquecida, na qual a evaporacac do solvente promove a formagao de particulas
solidas. Apos as etapas de pulverizagao e secagem na camara do spray dryer, um
ciclone é comumente utilizado para coletar as particulas. Depois de sair da secagem,
o fluxo de ar que transporta as particulas é direcionado tangencialmente para o topo
do ciclone, resultando em um vértice de ar devido ao movimento rotacional rapido. Por
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forga centrifuga, as particulas s3o expelidas para as paredes do dispositivo e
separadas da corrente de ar, que é entao conduzida para a exaustao (Cal; Sollohub,
2010, Paudel et al., 2013).
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Figura 4. Representacdo esquemdtica do equipamento de secagem por pulverizacdo (spray dryer].
Adaptado de Chen et al, (2025).

A engenharia das particulas produzidas por SD envolve o entendimento e
controle dos mecanismos relacionados a sua formagao, desde a pulverizagdo das
goticulas e difusdo molecular até a evaporagdo do solvente e
precipitagao/cristalizagdo do soluto (Almansour et al., 2020; Vehring, 2008). Estudos
demonstram que a composi¢cdo, viscosidade e concentragdo do material a ser
pulverizado, a velocidade de atomizagao da solugao, a temperatura e vazao do ar de
secagem sao alguns dos parametros criticos do processo que podem impactar no
rendimentc e qualidade de formulagoes obtidas por SD (Almansour et al., 2022;
Dufour et al., 2015; Paudel et al., 2013). Os parametros de saida, como a temperatura
do ar de exaustdo, o tamanhe, forma e distribuigdo das goticulas durante a
pulverizagao e a eficacia da secagem sao dependentes de relagoes mutuas com as
configuragdes de ajuste do equipamento (Cal; Sollohub, 2010).

Os equipamentos de SD possuem variadas configuragdes, incluindo, por
exemplo, variagbes do bico de pulverizagdo (rotatério, pressdo ou hidraulico,
ultrassobnico, multi-fluidos ou pneumatico), cdmaras de secagem com diferentes
desenhos e dimensodes, dire¢gdo do fluxo de ar de secagem (co-corrente, contra-
corrente, misto) e tipo de gas de secagem (ar comprimido, nitrogénio) (Cal; Sollohub,
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2010; Davis; Walker, 2018, Ziaee et al,, 2019),

Moussa e colaboradores (2015) demonstraram que o método de SD constitui
uma plataforma promissora para o desenvolvimento de particulas de MTK para
administragdo inalatdria. Os autores avaliaram a influéncia de trés excipientes
(manitol, leucina e ovoalbumina) no desempenho de formulagoes de liberagao rapida.
O processo de SD foi realizado sob condigdes controladas e todas as formulagoes
produziram particulas com tamanho inferior a 5 um. Entre os excipientes avaliados, a
leucina apresentou o desempenho mais favoravel, resultando em pés com excelentes
propriedades de escoamento. Em contrapartida, a ovalbumina afetou negativamente
o0 processamento, promovendo a adesdo do po as superficies do equipamento,
reduzindo o rendimento para 50,69% e induzindo a aglomeragdo de particulas
(Moussa et al., 2015). Achados semelhantes foram relatados por Abdel-Gawad e
colaboradores (2020), que incorporaram MTK em aglomerados inalaveis (soft
agglomerates) preparados por SD. Manitol e ovalbumina foram utilizados como
excipientes formadores de particulas, enqguanto a lecilina atuou como agente
aglutinante. A L-leucina foi incluida como auxiliar de dispersao para melhorar o
desempenho de aerossolizacdo. Os parametros de SD adotados resultaram em altos
rendimentos de producao e eficiéncia de associacao do farmaco superiores a 94%,
indicando perda minima do farmaco durante o processamento. As formulagdes
otimizadas apresentaram microparticulas pequenas e aglomeradas, que se
desagregavam facilmente em particulas individuais, alcangando uma fragao respiravel
superior a 54% (Abdel-Gawad et al.,, 2020). Faramarzi e colaboradores (2015)
empregaram a tecnologia de SD para produzir microparticulas de MKT livres de
carreadores, com propriedades aerodinadmicas otimizadas para deposi¢ao nas regices
profundas do pulmao. Uma avaliacdo sistematica das variaveis de formulagio revelou
que a composicdo do solvente influenciou a morfologia das particulas e o
comportamento de aerossolizagdo. A formulagdo 6tima utilizou uma proporgao de
etanol:agua de 2:1, gerando microparticulas lisas e com minima agregag¢ao, em
contraste com formulagdes baseadas exclusivamente em etanol, que produziram
particulas agregadas e com menor potencial de deposigdo (Faramarzi et al,, 2015).

A tecnica de SD tambem pode ser utilizada para a complexagao de farmacos

com ciclodextrinas (Cui et al., 2020; Pongsamart et al., 2022; Ramezani et al., 2017).
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23.32, Excipientes

Embora as propriedades fisico-quimicas dos pds possam ser moduladas pela
engenharia de particulas, a produgdo de formulagdes de DPI com desempenho
aerodinamico adequado ainda representa um desafio significativo. Muitas
formulagbes de DPI combinam o IFA com excipientes selecionados para gerar
particulas processadas que favorecem a entrega pelo dispositivo e a deposicao
pulmonar eficiente (Healy et al,, 2014). Os excipientes sdo comumente incorporados
em formulagées DPI para modificar propriedades do p6, aprimorar a estabilidade
fisico-quimica e ajustar o perfil farmacocinético e farmacodinamico do farmaco
(Weers; Miller, 2015). Esse aspecto é particularmente critico para o MTK, um farmaco
higroscopico cuja concentragdo na formulagao influencia diretamente o
comportamento do pé (Abdel-Gawad et al., 2020). Estudos prévios de SD utilizando o
IFA puro revelaram que os pos de MKT exibiram baixa estabilidade fisica e forte
lendéncia a aglomeragao irreversivel apds o processamento (Abdel-Gawad et al.,
2020; Moussa et al., 2015). Assim, a selegdo de excipientes é essencial para garantir
desempenho aerossol consistente e eficicia terapéutica em formulagbes inalatérias
de MTK. O impacto potencial de um excipiente na qualidade do produto depende tanto
de suas propriedades Intrinsecas quanto da concentragao empregada.

Do ponto de vista regulatério, excipientes para via pulmonar devem
preferencialmente possuir historico consolidado de uso e perfii de seguranga
caracterizado (EMA, 2025). Nesse contexto, a lactose é atualmente o Unico excipiente
listado pelo Food and Drug Administration (FDA) na lista de ingredientes inativos para
via inalatéria (He et al,, 2025), utilizado principalmente como carreador em produtos
comerciais de DPI. O uso de excipientes alternativos ou nao tradicionais demandam
avaliagOes adicionais toxicoldgicas e de seguranca para comprovar sua adequagao a
inalagao.

23321, Aglicares

Os agucares desempenham um papel central em formulacdes para inalagao,
atuando principalmente como diluentes e agentes promotores de fluxo, possibilitando
assim a dosagem precisa e a reprodutibilidade de dose de pequenas quantidades de
farmaco micronizado. Além disso, podem atuar como excipientes estabilizantes em
pés obtidos por SD para inalagao (Fernandes et al., 2022; Zillen et al., 2021). Entre os



32

diversos excipientes a base de acglicares, a lactlose & um dissacarideo composto por
glicose e galactose e consfitui o carreador mais utilizado em formulagoes DPI,
apresentando perfil de seguranca bem estabelecido, ampla disponibilidade comercial
e elevada compatibilidade com farmacos de baixo peso molecular (Mahajan; Gundare,
2014). Na industria farmacéutica, a lactose é comumente produzida em processos
como SD, moagem ou peneiramento (Lee et al., 2018), estando atualmente disponivel
no mercado uma ampla variedade de graus de lactose para inalagdo, com
propriedades fisico-quimicas distintas,

A lactose é empregada principalmente em formulagoes inalatérias como
diluente e agente promotor de fluxo. Utilizando metodologia de superficie de resposta,
Mahajan e Gundare (2014) investigaram o efeito da concentragao do excipiente (0,5—
1,5%) nas propriedades de escoamento de microesferas de MTK produzidas por SD,
observando que concentracdes mais elevadas de lactose melhoraram
predominantemente a fluidez do pd (Mahajan; Gundare, 2014). A lactose processada
por SD também tem sido invesligada como malriz microparticulada para a
administracao pulmonar de micro (Sathishkumar; Kumaresan, 2017) e nanoparticulas
(Ullah et al, 2022) de MTK.

Apesar de seu uso consolidado como excipiente em formulagoes DPI, a
aplicagao da lactose como eslabilizante, particularmente em pos inalaveis obtidos por
SD, é limitada. Isso se deve ao fato de que ela geralmente forma sélidos amorfos apds
o processamente, os quais apresentam elevada higroscopicidade e maior coesividade
(Alhajj, O'Reilly; Cathcart, 2021, Hebbinck et al., 2021). Além disso, a lactose € um
acgucar redutor e pode participar de reacbes de Maillard envolvende o grupo aideido
do aglcar e grupos amino de substancias coformuladas, o que pode comprometer a
estabilidade do produto (Gholizadeh-Hashjin et al., 2024).

O manitol tem se destacado como um excipiente particularmente atrativo para
formulagbes DPI devido as suas propriedades tecnoldgicas favoraveis durante o
processamento. Sua natureza n3o redutora e sua relatvamente baixa
higroscopicidade contribuem para uma maior estabilidade fisico-quimica dos pos,
minimizando a aglomeragao induzida por umidade e vias de degradacao quimica
(Rahimpour; Kouhsoltani; Hamishehkar, 2014). Patil-Gadhe e colaboradores (2014)
propuseram o uso de 3% de manitol como crioprotetor e carreador para DPI de MTK
preparado por liofilizagdo (Patil-Gadhe et al., 2014). Além disso, o0 manitol apresenta
boa estabilidade térmica e tendéncia a cristalizagao, o que melhora a fluidez do po e
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reduz a adesividade durante o processamento, Pés de MTK contendo maiores teores
de manitol tém demonstrado, de forma consistente, aumento nos rendimentos de
produgao por SD, superiores a 80%, enquanto sistemas baseados em outros diluentes
(como a ovalbumina, por exemplo) apresentam menores rendimentes devido a4 maior
adesao e aglomeragao de particulas durante o processamento (Abdel-Gawad et al.,
2020; Moussa et al., 2015).

Embora o manitol seja geralmente reconhecido como seguro (generally
recognized as safe, GRAS), é importante destacar que ele é administrado
clinicamente em doses cumulativas de até 635 mg durante testes de provocacgao
bronquica osmética utilizados para avaliar a hiper-responsividade brénquica, uma
caracteristica marcante da asma (Fréhlich, 2025; Zillen et al.,, 2021). Embora tais
doses sejam substancialmente superiores as tipicamente administradas por
formulagbes DPI, excipientes capazes de gerar um ambiente hiperosmolar nas vias
aéreas podem, feoricamente, exacerbar a reatividade bronquica quando utilizados em
niveis elevados ou em administragdo repelida, devendo, portanto, ser
cuidadosamente considerados no desenvolvimento de formulagdes (Zillen et al.,
2021).

23322 Polimeros

Tanto polimeros naturais quanto sintéticos podem ser empregados na
produgdo de formulagtes DPI, oferecendo grande versatilidade devido a sua
diversidade estrutural e & presenca de multiplos grupos funcionais que podem ser
ajustados para alcangar propriedades fisico-quimicas bem definidas. A citotoxicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade das particulas poliméricas formuladas podem
ser moduladas por meio do controle de pardmetros como carga superficial, tamanho
e morfologia das particulas, hidrofobicidade, perfil de degradagao e concentragao do
polimero (Yue et al,, 2023). Em conjunto, essas caracteristicas influenciam de forma
critica a biodistribuigcao das particulas, a cinética de liberagao do farmaco e,
consequentemente, o desempenho terapéutico global dos sistemas inalaveis (Guo et
al., 2021),

Os polimeros naturais comumente investigados para administragao pulmonar
incluem polissacarideos (como dextrana, alginato, &cido hialurénico e quitosana), bem
como proteinas (incluindo gelatina, colageno e albumina). Embora esses materais
sejam, em geral, biodegradaveis e biocompativeis, sua aplicagao farmacéutica pode



ser limitada por desafios relacionados & extragdo, purificagdo, produgdo em larga
escala, variabilidade entre lotes e potencial imunogenicidade (Alhajj; O'Reilly;
Cathcart, 2021, Hebbinck et al., 2021).

Entre os polissacarideos naturais, a quitosana é um dos polimeros mais
amplamente estudados para aplicagoes inalatorias, devido a sua baixa toxicidade,
biodegradabilidade e biocompatibilidade favoraveis, além de suas pronunciadas
propriedades mucoadesivas em pH fisioloégico (Zhang et al., 2024). Panchal e
colaboradores (2012) avaliaram a viabilidade do uso de quitosana em diferentes
razdes polimero:farmaco para a produgao de microparticulas inalaveis de MTK por
SD, utilizando glutaraldeido como agente de reliculagdo. As microesferas obtidas
apresentaram morfologia esférica, superficies lisas e distribuicdo de tamanho
relativamente estreita, com diametros médios variando entre 7 € 12 pm. Foram
alcangadas eficiéncias de encapsulagdo entre 78% e 86%, indicando incorporacao
eficaz do farmaco na matniz polimérica. Além disso, o estudo identificou uma
correlagdo positiva entre a concentragao de quilosana e propriedades como tamanho
de particula, mucoadesdo e eficiéncia de encapsulagdo, destacando o papel critico do
teor de polimero na modulagdo das caracteristicas fisico-quimicas de microparticulas
inalaveis a base de quitosana (Panchal et al,, 2012).

Acido polildtico (PLA), &cido poli{latico-co-glicolico) (PLGA), poli(e-
caprolactona) (PCL) e dlcool polivinilico (PVA) estdo entre os polimeros sintéticos
mais utilizados na preparagao de sistemas particulados poliméricos. Esses materiais
sd@o, em geral, biodegradaveis e biocompativeis. No entanto, em contraste com os
polimeros naturais, apresentam propriedades fisico-quimicas mais previsiveis e
reprodutiveis (Chen et al,, 2025), o que é vantajoso para o desenvolvimento de
formulagoes e a produgdo em larga escala.

O PLGA, sintetizado pela copolimerizagao de mondmeros de acido latico e
acido glicdlico, € um copolimero aprovado pelo FDA e amplamente utilizado em
aplicagoes medicas (Shetty et al., 2020; Yue et al., 2023). Sua biodegradabilidade e
perfil de liberacao de farmacos podem ser finamente ajustados por meio da razao
lactideo:glicolidec, do peso molecular e da estrutura quimica (Guo et al., 2021; Zhang
et al., 2024). Entre esses parametros, o mecanismo de degradagao € um
determinante-chave da cinélica de liberagdo: como as unidades de glicolideo sdo
menos hidrofébicas do que as de lactideo, formulagdes de PLGA com menor teor de
lactideo sofrem degradacao hidrolitica mais rapida (Luna Lazo et al., 2023).
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A capacidade de modular a cinética de liberagcdo de MTK a partir de
microparticulas inaldaveis por meio da selegao do polimero foi demonstrada por Patel
e colaboradores (2017), que avaliaram PLA, PLGA 85:15 e PLGA 50:50 como
polimeros formadores de matriz. Foram observados perfis de liberagdo distintos,
dependentes do polimero, consistentes com o comportamento intrinseco de
degradacdo de cada matenal. O PLGA 50:50 apresentou a liberagdo mais réapida do
farmaco, atribuida a sua degradacdo hidrolitica mais acelerada, que aumenta a
permeabilidade da matriz e facilita a difusdo do farmaco, resultando em maior
liberacdo cumulativa. Em contraste, PLGA 85:15 e PLA produziram perfis de liberacao
mais sustentados, sendo o PLA o que apresentou a cinética mais lenta. A degradacéo
mais lenta dessas matrizes preserva a integridade estrutural por periodos mais
prolongados, permitindo uma liberagao gradual do farmaco governada por

mecanismos de difusdo e erosao superficial (Patel et al,, 2017).

2.3.3.23. Ciclodextrinas

Ciclodextrinas (CD) s3o oligossacarideos ciclicos constituidos por unidades de
«-1.4-D-glicopiranose ligadas que formam uma estrutura semelhante a um cone
truncado (Connors, 1997). Baseado em sua estrutura, as CD possuem grupamentos
hidroxila localizados na superficie externa hidrofilica, enquanto a cavidade central da
molécula é formada por carbonos esqueléticos e oxigénios etéreos dos residuos de
glicose, sendo, portanto, lipofilica (Loftsson; Brewster, 1996). As CD mais comuns sao
alfa-ciclodextrina («-CD), beta-ciclodextrina (§-CD) e gama-ciclodextrina (y-CD}, que
consistem de seis, sete ou oito unidades de glicopiranose, respectivamente (Connors,
1997, Jansook; Ogawa; Loftsson, 2018)

Ao longo das ultimas décadas, o uso de CD em formulagdes permitiu que
muitos medicamentos contendo farmacos pouco soluveis chegassem ao mercado
global (Puskas et al,, 2023). O aumento de solubilidade pode ser atribuido a habilidade
das CD formarem complexos de inclusdo com os farmacos pela incorporagao parcial
ou completa dos mesmos dentro da sua cavidade hidrofobica (Pardhi et al., 2024;
Rao; Stella, 2003). Nenhuma liga¢ao covalente & formada durante a complexagao de
inclusdo farmaco/CD e, em solugdo aquosa, os complexos estao em equilibrio
dindmico com as moléculas de farmaco livre, sendo constantemente associados e

dissociados {(Jansook: Ogawa; Loftsson, 2018; Loftsson; Brewster, 1995). No entanto,
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outros tipos de interagdes, como a formacado de agregados ou complexos que nao
envolvam a inclusao, também podem alterar as propriedades fisico-quimicas de
substancias associadas as CD (Loftsson et al., 2002).

Apesar de sua aplicagdo mais comum ser o aumento da solubilidade (Chen et
al.,, 2024; De Castro et al., 2020; Schonbeck; Gaardahl; Houston, 2019; Zhang et al.,
2020), o uso de CD também pode proteger os insumos farmacéuticos ativos do calor,
hidrélise e oxidagdao, melhorando a estabilidade das formulagées (Branchu et al,,
1999, Kali; Haddadzadegan; Bernkop-Schniirch, 2024; Paczkowska et al., 2018,
Popielec; Lofisson, 2017). As CD podem ser usadas para reduzir sabores e odores
desagradaveis (Cui et al., 2020; Mohapatra et al., 2021; Paczkowska et al., 2018),
diminuir o efeito de compostos irritantes e como excipientes para modular a liberagao
de farmacos (Dufour et al., 2015; Kali; Haddadzadegan; Bernkop-Schnurch, 2024; Liu
et al., 2020; Rincdn-Lopez et al., 2021).

A associagao de MTK com CD ja foi descrita anteriormente. Duran Meras e
colaboradores (2007) reportaram a formagdo de um complexo de inclusdo entre o
MTK e a dimetil-p-ciclodextrina (DIMEB) na proporgdo de 1:1, preferencialmente em
meio acido (Duran Meras; Espinosa-Mansilla; Rodriguez, 2007). Barbosa e
colaboradores (2019) propuseram a formagdo de complexos de inclusdao pelo
processo de moagem de proporgdes equimolares de MTK y-CD. Os autores
observaram que, apesar do complexo de inclusao farmaco/CD formado nao
apresentar incremento de solubilidade em relagao ao MTK puro (Barbosa et al., 2019,
Barbosa et al, 2021), a complexagao proporcionou uma maior estabilidade do
farmaco em solugdo. As amostras contendo o farmaco/CD mantiveram-se estaveis
em solugao aquosa por, pelo menos, 4 horas, enquanto as amostras com MTK puro
apresentaram redugdo do teor, chegando a um quarto da sua concentragado inicial
apos apenas duas horas em solugao. Kim e colaboradores (2015) desenvolveram uma
solugdo oral aquosa estavel de MTK, 2-hidroxipropil-beta-cicledextrina (HPRCD),
acido elilenodiamino letra-acético (EDTA) e parabenos, bioequivalente ao
medicamento na forma de granulos orais. Apesar do trabalhc mostrar apenas um
ligeiro aumento na solubilidade do MTK com HPECD, mais importante ainda, houve
uma melhora significativa da sua estabilidade, com menos de 1% de degradagdo e
nenhuma precipitagao ocorrendo ao longo de 2 meses (Kim et al., 2015).

A HPBCD € um derivado quimicamente modificado produzido pela subslitui¢ao
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dos grupos hidroxilas da [}-CD por grupamentos hidroxipropil, resultando em uma
substancia amorfa, mais hidrossollvel e menos toxica do que CD natural (Brewster;
Loftsson, 2007). Ciclodextrinas sao consideradas seguras para uso humano, uma vez
que sdo pouco absorvidas pelas mucosas (EMA, 2017). A HPACD possui monografia
nas farmacopeias americana e europeia, € utilizada em muitos produtos aprovados
comercialmente (Puskas et al,, 2023). Apesar de nenhum medicamento contendo
HPBCD ser comercializade como po para inalagao (Puskas et al., 2023), pesquisas
recentes tém demonstrado potencial promissor para sua aplicacao (Amaro et al,,
2015; De Castro et al., 2020; Pan et al., 2023; Suzuki et al., 2020; Vartiainen et al.,
2017, Zhao et al., 2019). Amaro e colaboradores (2015) comprovaram a validade da
utilizagdo de HPRCD como agente dispersante na administragao pulmonar de
farmacos, pelo incremento nas propnedades aercdinamicas de pos DPl e maior
eslabilidade das formulagtes (Amaro et al., 2015). Zhao et al. (2018) propuseram o
uso de HPRACD como alternativa para contornar os preblemas de higroscopicidade e
consequente deterioragdo da aerolizagdao da rafinose como carreador para
formulagoes inalatéria. Os autores observaram uma reducao na absorgao de umidade
com o0 aumento da concentragao da CD, além de um aumento da biodisponibilidade
(Zhao et al., 2018). Estudos prévios realizados por Lechanteur e colaboradores (2023)
demonstram que a associagdo de excipientes como HP[ICD e L-leucina afetam a
morfologia das particulas, podendo alterar o desempenho de deposicdo no pulmao
(Lechanteur et al., 2023).

O uso de CDs como excipiente para a administragao pulmonar de MTK foi
reportado por Aziz et al. (2023). Os autores compararam o uso de diferentes
carreadores , incluindo agucares (eritritol, rafinose, trealose, manose e lactose) e CDs
(a-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD e CD altamente ramificada - HBCD) na formulagdo de
microparticulas de MKT para DPI por meio de spray-freeze drying. As formulagdes a
base de aglcares geraram particulas altamente porosas, porém com formato irregular
e propensas a agregacao, o que poderia comprometer as propriedades de fluxo. Em
contraste, os carreadores & base de CDs produziram particulas esféricas,
uniformemente porosas, com agregag¢do minima, diameltros geométricos médios
menores (5-12 pm), além de distribuicdo granulométrica mais estreita. Testes
aerodinamicos revelaram desempenho superior das formulagdes com CDs. Embora
nao tenham sido reportados dados de MMAD nem estudos de liberacao in vitro, os
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resultados evidenciam o potencial das CDs como excipientes superiores aos agucares
convencionais no desenvolvimento de formulagoes inalaveis de MTK (Aziz et al.,
2023).

23.3.24. L-leucina

A L-leucina & um g-aminocacido de cadeia ramificada com cadeia lateral alifatica
ndo polar, o que confere baixa solubilidade aquosa (~22 mg/mL) e atividade superficial
moderada (Ordoubadi et al,, 2021). Essas caracteristicas fisico-quimicas justificam
seu amplo uso como excipiente em formulacdes de DPI, tanto no aumento da
dispersao das particulas (Mangal et al., 2015; Molina; Kaialy; Nokhodchi, 2019; Simon
et al., 2016) quanto na protegao de formulagées obtidas por SD contra os efeitos da
umidade (Li et al., 2016).

A influéncia da leucina na morfologia das particulas durante o processo de SD
depende de sua capacidade de se difundir para a superficie da gota ao longo da elapa
de secagem.

O conceito de numero de pécle! (Pa), Equagdo 1, tem sido utilizado para
explicar a morfelogia e densidade das particulas resultantes de um processo de SD,
considerando a razao entre a velocidade de evaporagao do solvente (k) durante a

secagem e o movimento difusional dos solutos nas goticulas (D) (Vehring, 2008).

Pe = =—

Equagao 1

Para nimeros de péclet menores que 1, a mobilidade de difusao dos solutos é
rapida em comparagao a velocidade de recuo radial da superficie da gota, mantendo-
os uniformemente distribuidos na goticula durante a evaporacdao do solvente e,
consequentemente, resultando em pouca alteragao na superficie da particula. Solutos
livremente soltveis no sistema solvente ou processos de secagem mais lentos tendem
a formar particulas soélidas menores com maior densidade (Almansour et al., 2020;
Tsapis et al., 2002). Nos casos em que o numero de péclet &€ maior que 1, como no
uso de polimeros, por exemplo, a velocidade de recuo da interface liquido/ar e
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consideralvelmente maior que a difusdo dos componentes dissolvidos ou suspensos
(Alhajj; O'Reilly; Cathcart, 2021). Com a continua evaporagao do solvente, a
concentragao critica do soluto é atingida, levando a sua solidificagao. Quanto maior a
molécula de um soluto ou menor a sua mobilidade, menor é sua difusao, resultando
no enriquecimento da superficie da particula com os componentes com maior nimero
de peclet. Os solutos podem cristalizar na superficie ou formar uma casca, resultando
em particulas maiores com diferentes morfologias, desde esferas ocas a particulas
com reentrancias, ondulagdes ou enrugadas (Chvatal et al,, 2017). Logo, o nimero de
péclet & definido ndo apenas pelas propriedades fisico-quimicas do soluto e do
solvente, mas também pelos pardmetros de processo que determinam a velocidade
de secagem (Belotti et al., 2015; Miller et al., 2015).

A L-leucina € um surfactante de baixo peso molecular (131,13 g/mol),
associada, normalmente, a um nimero de péclet inicial pequeno, devido ao seu alto
coeficiente de difusdo em sclventes como agua e alcool (Alhajj; O'Reilly; Cathcart,
2021, Vehring, 2008). Durante a secagem por SD, essas propriedades favorecem a
sua difusao preferencialmente para a interface da gota. Com a evapora¢ao continua
do solvente, a concentracdo de leucina na superficie aumenta, levando a
supersaturagao e cristalizagao superficial subsequente. Esse mecanismo forma uma
“casca” cristalina hidrofdbica externa ao redor da particula na secagem, que colapsa
conforme a evaporagdo prossegue, resultando em particulas ocas com superficies
enrugadas ou cormrugadas (Alhajj; O'Reilly; Cathcart, 2021). Essas morfologias sao
reconhecidamente superiores em desempenho aerodindmico em comparag¢do a
particulas densas de superficie lisa, enquanto a natureza hidrofébica da casca
enriquecida em leucina limita a formagao de pontes solidas entre particulas, reduzindo
forgas coesivas interparticulares e melhorando a fluidez e dispersibilidade do pé
(Zhang et al., 2022).

Embora os aminoacidos ainda nao sejam formaimente reconhecidos pelo FDA
como excipientes para administragao pulmenar, sua natureza endogena faz com que
estejam, em geral, associados a menor preocupagdo toxicoldégica quando
comparados a outros agentes utilizados para melhorar o desempenho aerossol (Chen
et al., 2025).

A aplicabilidade da leucina como excipiente funcional em formulagées de DPI
& bem exemplificada por sistemas de MTK obtidos por SD. Moussa e colaboradores
(2015) investigaram o impacto de diferentes excipientes (manitol, leucina e
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ovalbumina) no desempenho de formulagdes de liberagdo rapida de MTK produzidas
por SD em condigoes controladas (temperatura de entrada 80 °C, taxa de aspiragao
85%, fluxo da bomba 5%). Todas as formulagdes geraram particulas no intervalo
respirdvel (<5 pm), mas os pds contendo leucina destacaram-se com desempenho
aerodinamico superior @ excelentes propriedades de fluxo (Moussa et al., 2015). A
leucina também foi usada como excipiente dispersante em sistemas microparticulados
de MTK desenvolvidos por Abdel-Gawad e colaboradores (2020) por SD. O
aminoacido contribuiu para altos rendimentos de produgdo e eficiéncia de associagao
do farmaco, além de promover sistemas particulados de baixa densidade otimizados
para aerolizagdo (Abdel-Gawad et al., 2020). Ademais, a L-leucina atua como
estabilizante de particulas, conferindo estabilidade fisico-quimica as formulagdes de
DPI ao mitigar a deterioragéo induzida por umidade (Abdel-Gawad et al., 2020; Li et
al., 2016; Moussa et al., 2015).

23.33. Particulas inalaveis de MTK

A Tabela 1 apresenta os sistemas inalaveis de MTK descritos na literatura.

23.3.31. Sisternas microparticulados

Sistemas de liberagao de farmacos microparticulados tém ganhado relevancia
na area farmacéulica devido & sua capacidade de superar importantes desafios de
formulagao, incluindo a administragdo de farmacos pouco solliveis, a viabilizagdo de
liberagdo controlada ou sustentada por periodos prolongados e a preservagao da
estabilidade dos compostos ativos (Panigrahi; Das; Majumdar, 2024). No contexto da
administragao pulmonar, as microparticulas tém sido amplamenite investigadas como
formulagbes DPI, em fungdo de sua capacidade de modular o comportamento

aercdinamico e a liberagao do farmaco, alem de favorecer a deposi¢ao pulmonar.
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Entre esses sistemas, as microparticulas a base de polimeros tém se
destacado como uma estratégia particularmente promissora para a administracao
pulmonar de MTK (Tabela 1). Sua elevada estabilidade fisico-quimica, significativa
capacidade de incorporacao de farmaco, taxa relativamente baixa de liberacéo e
atividade farmacologica prolongada as tornam carreadores atrativos para terapias por
inalagdo (Kumar et al., 2023). Mahajan e Gundade (2014) desenvolveram
microesferas contendo MTK por SD, utilizando xiloglucana como matriz polimérica e
lactose como carreador, A formulagao otimizada, contendo 2% (p/v) de xiloglucana e
1% (p/v) de laclose, apresentou propriedades aerodinamicas adequadas com
deposicdo eficiente nas regides profundas do pulmao. Além disso, mais de 89% da
dose nominal foi emitida a partir do inalador, demonstrando excelente dispersibilidade
do po e desempenho de inalagdo (Mahajan; Gundare, 2014).

De forma semelhante, Satishkumar e colaboradores (2017) prepararam
microparticulas poliméricas de MTK com diferentes proporgoes farmaco:polimero e
posteriormenle misturadas com laclose para obtengdo de um sistema DPI. Foram
propostas quatro formulagdes utilizando MTK e o polimero sintético Eudragit® RS100
nas proporgées de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4. As microparticulas foram produzidas por
emulsificacao oleo-em-agua seguida de evaporacao do solvente, misturadas com
Lactohale LH100 como carreador e encapsuladas em capsulas de gelatina. A
uniformidade de teor variou de 96% a 110% do valor tedrico. As microparticulas
resultantes apresentaram morfologia esférica, superficie lisa e didmetros médios entre
459 e 492 um. A formulagao 1:1 alcangou uma dose emitida de 91,6% e uma fracédo
respiravel de 38,4%, refletindo deposigdo eficiente nas regides inferiores do trato
respiratdrio (Sathishkumar, Kumaresan, 2017).

Embora as microparticulas poliméricas convencionais proporcionem bom
controle da libera¢do do farmaco e da deposi¢ao pulmonar, as particulas porosas de
grande porte (LPPs, large porous particles) representam uma abordagem avangada
para aprimorar ainda mais a administragac pulmonar. As LPPs sao constituidas por
particulas de baixa densidade (lipicamente abaixo de 04 g/em®) com didmetros
geomeétricos superiores a 5 ym (Shahin; Chablani, 2023, Trnisopon; Kittipongpatana,
Saokham, 2024), resultando em um pequeno diametro aerodindmico, o que permite
deposigdo eficiente nas regides profundas do pulmdo (Luna Lazo et al,, 2023). Além
disso, o tamanho geométrico relativamente elevado dessas particulas minimiza a
aglomeragao e melhora a dispersibilidade em comparagao as microparticulas
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convencionais, favorecendo o desempenho aerossol (Farinha et al,, 2025; Gallo et al,,
2019). Adicionalmente, as LPPs sao consideradas uma estratégia promissora para
obtengao de efeitos terapéulicos prolongados, uma vez que seu grande tamanho
fisico contribui para evitar a fagocitose por macrofagos, enquanto sua baixa densidade
permite que se comportem aerodinamicamente como particulas menores, facilitando
a deposi¢ao pulmonar profunda e reduzindo a depura¢do mucociliar (Zhang et al.,
2024),

As LPPs sdo comumente preparadas pelo método de dupla emulséo, seguido
de evaporagdo do solvente por SD ou spray freeze drying (Shahin; Chablani, 2023),
Patel e colaboradores (2014) conduziram estudos com particulas porosas de grande
porte contendo MTK utilizando a técnica de evaporagaoc de solvente via dupla emulsao
agualdleo/agua (W1/0/W2). A formag@o da estrutura porosa nessas particulas
geralmente requer agentes formadores de poros (porégenaos), como liquidos volateis,
carbonato de aménio ou bicarbonato de amédnio (Chvatal et al., 2019; Gallo et al,,
2019, Luna Lazo el al., 2023). A polietilenimina (PEIl) fol incorporada para produzir
particulas altamente porosas, que apresentaram morfologia esférica com superficies
porosas e um diametro aerodinadmico de 2,51 £ 0,12 pm, aproximadamente metade
do diametro meédio volumétrico de 7,72 um, refletindo sua baixa densidade
compactada de 0,10 g/cm®. Os autores sugeriram que o PEl aumentou a pressao
osmética da fase aquosa interna, promovendo a entrada de dégua no nucleo da
particula por meio de canais aquosos, posteriormente removidos por liofilizagao,
formando poros na superficie (Patel et al., 2014, Patel; Rashid; Ahsan, 2017). Em
comparacgao com particulas menores e nao porosas, as LPPs contendo MTK também
apresentaram menor captagao por macréfagos alveolares e maior deposi¢do
pulmonar (Patel, Rashid; Ahsan, 2017).

2.3.3.32. Sistemas nanoparticulados

Sistemas de liberagao de farmacos nancestruturados, geralmente na faixa de
1 a 1000 nm, incluem nanoparticulas poliméricas, micelas polimeéricas, nanoparticulas
lipidicas sdlidas (SLN), carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) e lipossomas
(Cao et al., 2024). Esses sistemas &m emergido como uma plataforma promissora
para a administracao pulmonar de farmacos, devido a sua capacidade de aumentar a
solubilidade de compostos pouco soluveis em agua, modular a liberagao do farmace,
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prolongar o tempo de residéncia pulmonar e, potencialmente, reduzir a exposi¢do
sistémica (Cao et al., 2024; Liu et al., 2020; Luna Lazo et al,, 2023). No entanto, devido
ao seu pequeno lamanho e as forgas coeslvas, as nanoparticulas sao geralmente
formuladas com carreadores de tamanho micrométrico ou como aglomerados de
microparticulas, a fim de alcangar adequada aerossolizagao e deposigao pulmonar
apos a inalagao (Wang et al., 2018).

No contexto do MTK, diversas abordagens nancestruturadas tém sido
investigadas para superar sua limitada solubilidade aquosa e a variabilidade
farmacocinética associada a administragdo oral (Tabela 1). Nanoparticulas
poliméricas, como sistemas de quitosana-tripolifosfato obtidos por gelificacdo idnica,
tém apresentado tamanhos de particula em tomo de 200 nm, com carga superficial
positiva que favorece a estabilidade eletrostatica e eficiéncia de encapsulagao de
moderada a elevada. Além disso, esses sistemas proporcionaram liberacdo
sustentada do farmaco por até 24 horas apos um efeito inicial de liberagao rapida
(burst), sustentando seu polencial para terapia pulmonar local com redugao da
frequéncia de administrag¢do (Inamdar et al,, 2013; Ullah etal,, 2022; Ullah et al., 2025).

De forma semelhante, nanoparticulas lipidicas t&m demonstrado desempenho
favoravel. Em particular, as SLNs tém sido propostas como alternativas aos sistemas
poliméricos devido a sua degradag@ao mais rapida /in vivo, o que pode mitigar
preccupagoes relacionadas ao acimulo prolongado de polimeros no tecido pulmonar
(Dhara; Khawas; Sharma, 2024; Guo et al,, 2021; Wang et al., 2024). Rahmanian e
colaboradores (2016) desenvolveram SLNs contendo MTK por meio do método de
homogeneizagao a quente, com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade
sistémica. Formulagées para DPI foram posteriormente preparadas por SD,
incorporando uma mistura de manitol e lactose, ou sem carreador. As SLNs
apresentaram tamanho de particula inferior a 100 nm e eficiéncia de encapsulacao
superior a 99%. A avaliagdo in vitro do desempenho aerossol demonstrou que as
formulagdes contendc manitel e lactose atingiram dose emitida superior a 93%, em
comparagao com 78% para a formulacao sem carreador (Rahmanian et al., 2016).

Sistemas lipidicos de segunda geragao, particularmente os NLC, compostos
por lipidios solidos e liquidos que formam uma matriz lipidica desorganizada, t&m sido
explorados para melhorar a capacidade de incorporagao de farmacos e a estabilidade
fisico-quimica em relagdo as SLNs (Abdelaziz et al., 2018; Singh: Pandey; Awasthi,
2025). Patil-Gadhe e colaboradores (2014) desenvolveram NLCs contendo MTK
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(MNLC) utilizando Precirol® ATO 5 (lipidio sélido) e Capryol® 90 (lipidio liquido) na
proporcao de 7:3, preparados pelo método de emulsificagao a quente seguida de
ultrassonicagao. As nanoparticulas resuitantes apresentaram tamanho meédio
adequado e distribuigdo homogénea. Ensaios in vitro de citotoxicidade confirmaram
sua auséncia de toxicidade e compatibilidade com a linhagem celular pulmonar A548.
No entanto, as dimensdes nanométricas impuseram limitagdes potenciais, como
tendéncia a agregacao e propriedades de fluxo subdtimas. Para contornar essas
limitagdes, os autores propuseram uma abordagem de nanocompdésito em dupla
escala (Patil-Gadhe et al, 2014),

De forma analoga, Ullah e colaboradores (2022) empregaram estratégia
semelhante para preparar nanoparticulas poliméricas contendo MTK para
administragao inalatoria, seguidas de mistura fisica com microesferas de lactose. O
estudo avaliou quatro formulagdes distintas contendo quitosana, polissorbato 80,
acido hialurénico ou L-leucina, cada uma com caracteristicas especificas que
influenciaram o desempenho. Os tamanhos de particula variaram de 220 a 383 nm,
com Iindices de polidispersidade inferiores a 0,50. A eficiéncia de associagdo do
farmaco variou de 46% a 86%, dependendo dos excipientes ulilizados. Dentre as
formulagbes avaliadas, as nanoparticulas modificadas com leucina apresentaram o
melhor desempenho (Ullah et al., 2022). Posteriormente, 0s mesmos autores
propuseram a obtencgao de microparticulas contendo nanoparticulas (nancembedded)
revestidas com acido hialurbnico por liofilizagao, utilizando manitol ou lactose como
carreadores, com o objelivo de melhorar o desempenho terapéutico do DPI de MTK.
Embora ambas as formulagdes tenham apresentado caracter(sticas fisico-quimicas
semelhantes, as microparticulas contendo lactose demonstraram perfil de inalagao
superior (Ullah et al., 2025).

2.4. Avaliacao in vitro de formulacées DPI

A determinagao do desempenho das formulagbes DPI é essencial para garantir
a eficacia terapéutica da administra¢cao pulmonar de farmacos. Além do desenho do
dispositivo, propriedades fisico-quimicas da formulagao do tipo po seco, como
diametro, morfologia, umidade, densidade e carga eletrostatica superficial, definem o
comportamento aerodindmico das particulas e, consequentemente, sua trajetdria
dentro do trato respiratorio (Ari; Alhamad, 2023).
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Ensaios de aerossolizacdo in vitro simulam o desempenho aerodinamico das
formulagdes e avaliam sua adequagio a deposigao pulmonar apos inalagao (Lazo et
al., 2022). Sistemas em cascata, como o Next Generation Impactor (NGIl) e o
Andersen Cascade Impactor (ACI), representam as metodologias padrdo para
determinagao da distribuicdao aerodinamica de tamanho de particula, permitindo
quantificar a deposi¢ao em multiplos estagios que simulam regides distintas do trato
respiratorio (Ceschan et al,, 2025).

Os principais indicadores incluem o didmetro aerodinamico médio em massa
(MMAD), desvio padrdao geométrico (GSD), fragao de particulas finas (FPF) e dose
emitida (ED). O MMAD corresponde ao diametro aerodindmico em que 50% da massa
do farmaco se deposita, sendo valores entre 1-5 pm ideais para alcancgar regites
profundas dos pulmoes, especialmente alvéolos (Sadhu et al., 2025). O GSD reflete
a variabilidade da distribuicio de tamanho, indicando homogeneidade do aerossol. A
FPF representa a proporgao de particulas finas, geralmente com diametro
aerodinamico inferior a 5 pm.

Além da distribui¢do adequada de tamanho, as formulagdes inalatérias devem
apresentar estabilidade fisico-quimica e minima retengdo do farmaco no dispositivo,
Nesse contexto, a ED quantifica a fracao da dose nominal efetivamente liberada pelo
inalador e disponivel para deposi¢ao pulmonar (Zillen et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Preparo, caracterizagao e avaliagao in vitro de formulagoes do tipo po seco

para administragao inalatéria de MTK para tratamento de asma cronica.

3.2. Objetivos especificos

* Caraclenzar a matéria-prima MTK sddico quanto as suas propriedades fisico-
quimicas.

=  Obter microparticulas de MTK para inalagdo utilizando HPACD e leucina como
excipientes.

* Caraclerizar as formulacdes obtidas quanto as suas propriedades fisico-
quimicas.

* Avaliar o comportamento aerodinamico das formulagoes DPI.

* Avaliar a estabilidade preliminar das formulagées DPI.

* Avaliar a citotoxicidade do MTK e das formulagdes DPI obtidas em modelo de
linhagem celular de adenocarcinoma pulmonar (Calu-3) @ macrofagos
JT74A1.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O MTK sodico foi obtido do fabricante BioChem Partner, China. 2-hidroxipropil-
[i-ciclodextrina (HPRCD), &acido fosférico, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazdlio (MTT), cloreto de magnésio, cloreto de potassio, hidroxido de
potassio, hidroxido de sddio, L-leucina, metanol grau CLAE, meios Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM), piruvato sodico, solugao tripsina-EDTA, soro fetal bovino (SFB)
e a substancia quimica de trabalho MTK sddico (lote LRACS5690) foram obtidos da
Sigma-Aldrich, Brasil. A solu¢ao de aquosa de penicilina 10.000 UVmL-estreptomicina
10.000 ug/mL foi adquirida da Nova Biotecnologia, Brasil. Acetato de amdnio, acido
acético, acido cloridrico, alcool etilico, bicarbonato de sédio, cloreto de sddio, fosfato
de sodio e sulfato de sodio foram obtidos da Neon, Brasil. Acetato de sodio, foi obtido
da Isofar, Brasil. Citrato de sédio, cloreto de célcio e fosfato de potassio monobasico
foram obtidos da Vetec Quimica Fina, Brasil. Dimetilsulféxido (DMSO) grau CLAE foi
obtido da Biograde, Brasil. Fosfato de sodio monobasico monoidratado foi obtido da
Synth, Brasil. As linhagens celulares de adenocarcinoma de pulmao (codigo 0264) e
macrofagos J774A.1 (codigo 0121) foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro, Brasil. Todos os materiais foram usados como recebidos, sem purificagao

adicional.

4.2. Meétodos

4.2.1. Quantificacao do MTK por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE)

As amostras contendo MTK foram quantificadas usando um sistema CLAE
Shimadzu, modelo Nexera X2 equipado com amostrador SIL-30AC, bomba LC-30AD,
desgaseificador DGU20A3, detector DAD SPD-M 20A, médulo de comunicagdo CBM-
20A e forno da coluna CTO-20A (Shimadzu, Japao).

A quantificagdo do MTK nas analises de doseamento e deposigao in vitro foi
realizada de acordo com método descrito por Shrikrishna e Nisharani (2015), com
deliberadas modificagdes (Shrikrishna; Nisharani, 2015). O método cromatografico foi
realizado em modo de elui¢do isocratica, utilizando-se uma coluna Waters C18 (150
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mm x 4 6 mm, tamanho de particula de 3 um), mantida em forno a 30 °C, A fase mdével
foi composta por uma mistura de metanol e agua purificada ajustada para pH 3,0
(90:10, viv), com fluxo de 0,5 mL/min. O volume de injegao foi de 20 pL e a detecgao
fol realizada no comprimento de onda de 283 nm.

Para os estudos de estabilidade, dissolugao, solubilidade e perfil de
solubilidade de fase. foi empregado um método indicativo de estabilidade, conforme
previamente descrito por Al Omari e colaboradores (2007). Utilizou-se uma coluna
C18 (250 mm = 4,6 mm, tamanho de particula de 5 pm) como fase estacionaria, A
fase maével consistiu em uma mistura de tampao aquoso de acetato de amdnio 0,05
M, sjustado para pH 3.5 com acido fosférico, e metanol (15:85, viv). A vazao foi de
1,5 mL/min, com volume de injecao de 20 pL e detecgao no comprimente de onda de
254 nm.

Apbs o preparo e a diluicdo, as amostras foram filtradas em filtro seringa de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) com tamanho de poro de 0,45 pm (Millipore®, 13 mm
de diametro) e, em seguida, analisadas de acordo com o mélodo cromatografico
previamente estabelecido.

4.2.2. Estudo de solubilidade

A solubilidade em equilibrio do MTK sddico em diferentes meios foi
determinada pelo meétodo de agitagao orbital em frascos ou shake flask (Brasil, 2024).
A solubilidade foi avaliada em &gua na faixa de pH fisiolégico (1,2 a 7,4), em tampao
acetato de sddio (pH 6,8), tampao fosfato de potassio (pH 6,8), tampao fosfato de
sodio (pH 6,8) e em fluido pulmonar simulado (FPS1, pH 7.,4) (Zhang et al., 2025).

Os meios aquosos em diferentes pH foram preparados adicionando-se acido
cloridrico ou hidréxido de sédio & agua purificada até o pH desejado. Os tampodes
salinos em pH 6,8 foram preparados de acordo com metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 7* edigao (Brasil, 2024). O tampao fosfato de potassio pH 6,8
fol preparado misturando-se 50 mL de solugao de fosfato de potassio monobasico 0,2
M e 22,4 mL de hidroxido de potassio 0,2 M. Quando necessario, o pH foi ajustado
para 6,8 e o volume completado para 200 mL. O tamp&o fosfato de sodio pH 6,8
preparado misturando-se 50 mL de solugdo de fosfato de sédio monobasico 0,2 M,
22.4 mL de hidroxido de sédio 0,2 M. Quando necessario, o pH foi ajustado para 6.8
com acido acético 0,05 M e o volume completado para 200 mL. O tampao acetato de
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sddio pH 6,8 foi preparado dissolvendo 2,73 g de acetato de sédio em 70 mL de agua,
O pH foi ajustado para 6,8 com acido acético 0,5 M, e o volume completado para 100
mL.

O fluide pulmonar simulado foi preparado conforme descrito por Marques,
Loebenberg, Almukainzi (2011). O FPS1 ou solugao de Gamble foi preparado
dissolvendo-se, na seguinte ordem, 0,095 g de cloreto de magnésio (MgClz), 6,019 g
de cloreto de sodio (NaCi), 0,298 g de cloreto de potassio (KCl), 0,126 g de fosfato de
sadio dibasico (Na:HPOQ4), 0,063 g de sulfato de sédio (NazS0s), 0,368 g de cloreto
de célcio diidratado (CaClz 2Hz0), 0,574 g de acetato de sodio (C2HaNaO;), 2,604 g
de bicarbonato de sédio (NaHCO3:) e 0,097 g de citralo de sddio diidratado
(Na:CeHs07.2H20) em 1L de agua purificada. O pH foi ajustado para 7,4,

Para o estudo de solubilidade, um excesso conhecido do farmaco (30 mg) foi
adicionado a tubo eppendorf contendo 500 ul de meic e mantido sob agitagdo a 200
rpm por 48 horas a 37,0 £ 0,5 °C, protegidos da luz, em incubadora com agitacao
orbital (Novatecnica, Brasil). Os tubos foram inspecionados visuaimente a cada hora
para assegurar a presenga excesso de po nao dissolvido. Ao final do experimento, as
amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 4 °C, os sobrenadantes diluidos e as
concentragbes de MTK foram determinadas por CLAE conforme método descrito
anteriormente (item 4.2.1). Em virtude da variabilidade na solubilidade, solugoes
padrao em diferentes concentragoes (entre 100 e 800 ug/mL) foram preparadas e
utilizadas na quantificagdo de MTK nos diferentes meios. A linearidade do método foi
comprovada na faixa de concentragao estudada. Todas as analises foram realizadas
em triplicata para cada meio avaliado.

4.2.3. Estudo de eficiacia de complexagao

O perfil de solubilidade de fase foi conduzido de acordo com a metodologia
adaptada de Higuchi e Connors (1965) para investigar a influéncia da HPACD na
solubilizagdo do MTK.

Uma quantidade conhecida e em excesso de MTK (20 mg) foi adicionada a
FPS1 contendo concentragdes crescentes de HPBCD, de modo a obter as seguintes
razoes molares MTK:HPBCD: 1:0, 1:1, 1.2, 1.4, 1.6 e 1.8. Foram preparadas, no
minimo, trés amostras para cada razao molar. Os frascos foram vedados, protegidos

da luz e submetidos a agitacdo a 200 rpm por 3 horas, 8 25 °C £ 0,5 °C, em incubadora
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orbital com agitacdo orbital (Novatecnica, Brasil). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 30 minutos a 4 °C, e as concentragdes de MTK dissolvido no
sobrenadante foram determinadas por CLAE, conforme previamente descrito (item
4.2.1). A solubilidade do MTK foi determinada a partir de uma curva padrao na faixa
de concentragao de 50 a 800 pg/mL.

A eficacia de complexacdo (EC) foi calculada pelo coeficiente angular do perfil
de solubilidade de fase, de acordo com a Equacao 2 (De Castro et al,, 2020):

EC = [Farmaco - CD]  slope
= [€D] {1 - slope)

Equacao 2

na qual “slope" @ a inclinagao da reta do perfil de complexacao (concentragcao de MTK
no elxo y versus concentracao de CD no eixo x).

A proporgao molar farmaco-ciclodextrina no estudo de complexagado foi
determinada a partir de EC, de acordo com a Equacao 3 (De Castro et al,, 2020):

(EC+1)
- EC

Razio molar farmaco/CD = 1

Equagao 3

4.2.4. Obtencao das particulas DPI

As formulagdes de DP| foram obtidas por SD utilizando um spray dryer LabMagq
MSD 1.0 em escala laboratorial (LabMaq, Brasil) @ um mini spray dryer Bichi B-290
(Buchi, Suiga), ambos equipados com bico de dois fluidos de 0,7 mm de didmetro. Os
parametros de processamento do equipamento Buchi B-290 foram semelhantes aos
utilizados no equipamento LabMag MSD 1.0, exceto que o nitrogénio foi utilizado
como gas para pulverizagao em vez do ar comprimido.

As particulas foram produzidas a partir de solugées de etanoliagua (1:1 v/v)
(Faramarzi et al., 2015), contendo MTK, com ou sem incorporagao de L-leucina,
associadas a diferentes concentragées de HPECD. O teor final de sdlidos das
solugdes foi de 10 g/L.

A dose de MTK para administragdo pulmonar foi definida com base em
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evidéncias prévias da literatura, resultando na proposicao de doses diarias inalatérias
entre 1 e 3 mg, a depender das formulagbes avaliadas. Essa faixa foi estabelecida
considerando, primeiramente, a dose oral recomendada para adultos, de 10 mg ao
dia (Organon, 2025), bem como dados de estudos pré-clinicos que empregaram
doses mais elevadas por via oral (10 a 30 mg/kg/dia) (Abdel-Gawad et al., 2020),
refletindo limitagdes associadas a biodisponibilidade sistémica e a distribuicdo do
farmaco até o pulmdo. De maneira consistente, a literatura demonstra que a
administracdo pulmonar pode reduzir a dose necessaria em, aproximadamente, 10
vezes em comparagao a via oral (Suzuki et al,, 2018), em fungao da maior eficiéncia
de deposigao local. Esse racional € corroborado por estudos farmacodinamicos em
modelos animais, nos quais microparticulas inalaveis de MTK mantiveram o controle
de marcadores inflamatérios mesmo com uma redugdo de dez vezes na dose
administrada (Abdel-Gawad et al., 2020). Adicionalmente, evidéncias clinicas com
formulagoes inalaveis tipo DPl de MTK avaliaram a seguranga, tolerabilidade e
farmacocinética em uma ampla faixa de doses (0,1 a 10 mg) (Philips et al., 2010,
Philips et al., 2011).

As formulagdes, bem como os parametros de processo, encontram-se
descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Formulagdes e parametros de processo,

o Composigio (%) Parametros do spray dryer
Codige 1K Leucina HPgcD Equipamento V':L’;"“ "”’(‘L';:;""" Entrada (°C) Saida (°C|

Fi-a 5 2 95 80 (77-84)  47-61
F2-a 5 10 85 ‘a) 80 (75-82)  47-62
F3a 73 - 82.7 LabM 2400 0.4 80 (75-84)  45.57
Fda 157 o7 752 MSD1. 80 (75.86)  43.54

MTKa 100 - ) 80 (75-87) 4551
Fib 5 95 ) - 80 (80-81)  34-38
F2-b 5 10 85 Blchi 2293 ; 80 (79-81)  33-36

B-290 (20%)

F5b 5 20 75 80 (79-81)  27-33
MF1 5 2 95 2 2 ! 3
MF2 5 10 85

A temperatura do ar de entrada foi mantida constante em 80 °C em todos os
experimentos, conforme previamente descrito para SD do MTK (Abdel-Gawad et al,,
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2020; Moussa et al., 2020).

As misturas fisicas contendo MTK e HPBCD (MF-1) e MTK, HPBCD e L-leucina
(MF-2) foram preparadas por mistura homogénea dos componentes em gral e pistilo.
As amostras em po foram armazenadas em frasco ambar a temperatura ambiente,
sob vacuo, em dessecador, imediatamente apos o processo SD, a fim de minimizar a
absor¢do de umidade entre a producao e a realizagao dos enszios. O rendimento do
processo foi calculado, em porcentagem, pela razdo entre a massa de po coletada e
a massa inicial de sdlidos presentes na solugdo antes da secagem por SD,
multiplicada por 100

4.2.5. Caracterizacao das formulagoes

4251, Difragdo de raios X em p6 (PDRX)

Os difratogramas de raios X do MTK, dos excipientes e das formulagbes foram
obtidos em difratdmetro Lab X XRD-6100 (Shimadzu, Japao), equipado com fonte de
radiagdo Cu Ka (A= 1,5418 A). As amostras em p6 foram analisadas em voltagem de
40 kV e corrente de 30 mA, com taxa de varredura 2°/min, em uma faixa angular de 2
a 60° (20) e passo de 0,02°/s.

4.25.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das particulas fol avaliada em microscoplo Zeiss FIB-SEM Auriga
40 (Zeiss Microscopy GmbH, Alemanha), operado sob alto vacuo, com voltagem de 2
kV. As amostras foram suavemente distribuidas sobre fitas adesivas dupla face
previamente fixadas em suportes (stubs) de aluminio. O excesso de pd foi removido
por jato de ar e, em seguida, as amostras foram metalizadas com uma camada de
ouro de aproximadamente 15 nm de espessura, sob vacuo. As micrografias foram
obtidas aleatoriamente em diferentes magnificagoes. O tamanho médio geométrico
das particulas nas formulagdes foi determinado medindo a distancia perpendicular
entre lados opostos das particulas (>100 particulas por amostra), utilizando o software
ImageJ 1.53 (National Institutes of Health, Maryland, EUA), conforme descrito por
Acosta e colaboradores (2021).
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4.25.3. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As analises foram realizadas em calorimetro exploratério diferencial DSC-60
(Shimadzu, Japao). Amostras foram precisamente pesadas (1-2 mg) em cadinhos de
aluminio selados e aquecidas de 25 a 300 °C, a razao de aquecimento de 10 *C/min,
sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min), de acordo com método descrito por Shruthi
colaboradores (2013). A temperatura de transicao vitrea (Tg) do MTK tal como
fornecido foi determinada pelo método de melt quench, aquecendo-se rapidamente a
amostra (10 “C/min) até 150 °C e, em seguida, promovendo-se o resfriamento rapido
(até 0 °C) com nitrogénio liquido. Posteriormente, a amostra foi aquecida na faixa de
0 a 300 “C, a uma razao de aquecimento de 5 “C/min. A Tg foi definida como o ponto
médio da transigao e os demais eventos foram reportados a partir da temperatura de

inicio dos processos endo ou exotérmicos.

4.254. Umidade residual

Os teores de umidade dos pds obtidos por SD foram determinados por
termogravimetria (TG), utilizando-se um analisador termogravimetrico TG-50
(Shimadzu. Japao). Aproximadamente 3 a 5 mg de cada amostra de p6 foram pesados
em cadinho de platina aberto, Sob atmosfera de nitrogénio (vazéo de 50 mL/min), as
amostras foram aquecidas de 25 a 700 °C, a razao de aquecimento de 10 *C/min. O
teor de umidade residual foi definido como a perda de massa observada na faixa de
25 a 100 “C em relagdo a massa inicial (Simon et al., 2016) . Os valores reportados
correspondem a média de trés determinagdes.

4.25.5. Densidade aparente e compaclada

A densidade das formulagdes foi determinada utilizando proveta graduada de
5 mL, preenchida com equivalente a 1 mL de pé. O volume inicialmente ocupado pelo
po foi considerado o volume aparente (Vo) e a densidade aparente (dz) foi determinada
como a razao entre a massa da amostra e seu volume aparente. A densidade
compactada (d;) foi obtida através da compactagdo das amosltras previamente
utilizadas para a determinagdo da densidade aparente, manualmente submetidas a
100 batidas a uma altura de 5 cm sobre uma superficie nivelada. A densidade
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compactada foi calculada pela razdo entre a massa e o volume final compactado,
Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

4.2.5.6. Avaliagao das propriedades de fluxo

O indice de Carr (IC) e a razdo de Hausner (H) foram calculados e utilizados
na caracterizacao de densidade dos pos de acordo com metodologia farmacopeica
(USP, 2025) pelas das equagdes 4 e 5:

d, - d.
IC == x 100

Equagao 4

Equagao 5
Nas quais ds e dc correspondem, respectivamente, a densidade aparente e densidade

compactada das formulagoes.
4.25.7, Sorgao dinamica de vapor

As isotermas de sorgao-dessorgao de vapor de agua das formulagoes de MTK
foram obtidas por meio de um analisador gravimétrico automatizado de sor¢édo de
vapor, DVS Advantage-1 (Surface Measurements Systems Ltd., Reino Unido). As
amoslras foram equillibradas a 0% de umidade relativa (UR) até que uma massa de
referéncia seca constante fosse registrada, As amostras foram expostas ao seguinte
perfil de UR: 0-90% em etapas de 10% e o inverso para dessorgao a 25,0 °C + 0,1
°C. Em cada estagio, a massa da amostra foi deixada atingir o equilibrio, ou seja,
mudanca de peso ao longo de 10 min (dm/dt) 0,002 mg/min). A quantidade de
absorc¢do de agua para cada estagio de UR foi expressa como % da massa seca da

amostra (mo). Um minimo de duas analises foram realizadas para cada amostra.



61

425.8. Avaliacdo do desempenho aerodindmico in vilre

A deposigcao pulmonar das formulagdes de poés secos por pulverizagao foi
estimada usando um NGI (Copley Scientific Limited, Reino Unido), aparato 5, operado
sob condigbes fatmacopeicas (USP, 2025). A vazao foi ajustada para atingir uma
queda de pressdo de 4 kPa no inalador de p6 de alta resisténcia RS01 (Plastiape,
Osnago-Lecco, Itdlia) e o tempo de aspiracao foi ajustado para obter fluxo de ar de 4
L. Nesta condigao, o fluxo sénico critico foi garantido (P3/P2 < 0,5) e assumiu uma
vazdo estavel. Os estagios NGI (estagios 1 a 7 e filtro) foram revestidos com 1 mL de
fase movel de CLAE para molhar as superficies de coleta. O inalador de pé seco foi
carregado com uma capsula de gelatina dura n® 3 contendo 20 £ 2 mg de pg,
precisamente pesado, para cada teste de formulagdo. Apds a deposigao no NGI, os
pés foram coletados de cada estégio individuamente (dispositivo, garganta, estagios
1 a 7 e filtro), diluidos volumetricamente em um volume adequado de fase movel, as
solugdes foram filtradas através de membrana de filtro de tamanho de poro de 0,45
um (filtro de seringa Millipore®, PVDF, 13 mm de didmetro) e quantificadas por CLAE,
utilizando o método descrito anteriormente (item 4.2.1.). Uma curva padrao na faixa
de 0,5 a 200 pg/mL foi utilizada para a quantificagao de MTK nos estagios. O perfil de
deposigao de cada formulagao foi determinado em quadruplicata e os resullados
apresentados sdo os resultados médios £+ o desvio padrdo das replicatas.

A ED foi determinada como a percentagem da massa total de po que sai da
cépsula. A quantidade total de particulas com didametros aerodinamicos menores que
5 e 3 um foi calculada por interpolagd@o a partir do inverso da distribuicao de massa
cumulativa normal padrdo menor que o tamanho de corte declarado em relagao ao
logaritmo natural do didametro de corte dos respectivos estagios. Essa quantidade foi
considerada como a FPF abaixo de 5 um e 3 um, e expressa como percentual da ED.
O MMAD das particulas foi determinado a partir do mesmo grafico do tamanho de
particula correspondente ao ponto de 50% da distribuigdo cumulativa, O GSD foi

calculado de acordo com a equagao 6 (Simon et al., 2024):

Tamanho X
GSD = |/—/——
N Tamanho Y

Equagao 6
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onde Tamanho X @& o tamanho de particula correspondente ao ponto de 84% e
Tamanho Y & o tamanho de particula correspondente ao ponto de 16% da distribuicdo
cumulativa.

4259 Dissolugdo

Para investigar a liberagdo do farmaco a partir de formulagées DPI, testes de
dissolugao foram realizados em meio biorrelevante (FPS1), uma vez que esse meio
representa o fluido extracelular das regides mais distais do pulmdo (Marques,
Loebenberg, Almukainzi, 2011). Quantidades de 20 mg de formulacées DPI foram
dispersas em frascos de vidro posteriormente selados contendo 20 mL de FPS a 37
*C e mantidos sob agitagao utilizando um agitador magnético com aquecimento (IKA,
Alemanha). O volume utilzado corresponde ao volume aproximado do fluido de
reveslimento pulmonar (10-30 mL) (Baslola; Young, Das, 2021, May et al., 2015) e foi
calculado para garantir as condi¢des sink de solubilidade do farmaco no meio em
estudo,

Em tempos predeterminados (10, 15, 30, 60 e 120 minutos). amostras (500 uL)
foram coletadas e fitradas em membrana com tamanho de poro de 0,45 pm e as
concentragdoes de MTK dissolvido foram determinadas por CLAE conforme método
descrito anteriormente (item 4.2.1). As formulacdes foram avaliadas em comparag¢ao
com o MTK como formecido (controle). A quantidade de MTK dissolvido foi
eslabelecida atraves de uma curva padrao na faixa de concentragio de 1 a 12
Hg/mL Todas as andlises foram realizadas em quadruplicata.

4.2.5.10. Citoloxicidade

Estudos de citotoxicidade foram realizados utilizando metodologia previamente
descrita, na qual baseia-se na capacidade da enzima succinato desidrogenase
mitocondrial em reduzir o reagente MTT, resultando na formacao de cristais insollveis
de formazan nas mitocondrias das células viaveis (Mosmann, 1983).

As linhagens celulares Calu-3 (codigo 0264), uma linhagem epitelial bronquica
humana, e J774A.1 (cédigo 0121), uma linhagem de macréfagos representativa das
primeiras células do sistema imune a responderem a presenga de patogenos, foram
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adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeire (BCRJ, RJ, Brasil).

As células Calu-3 foram cultivadas em meio Eagle modificado de Dulbecco de
balxa concentragao de glicose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB), 1 mM de piruvato de sédio e 1%
de solugac antibidtica de penicilina/estreptomicina (10.000 U/mL e 10.000 pg/mL,
respectivamente). As células J774A.1 foram mantidas em DMEM de alta concentracao
de glicose, suplementado com 10% de SFB e 1% de solugao antibiética. Ambas as
culturas celulares foram mantidas em incubadora a 37 °C, sob atmosfera controlada
contendo 5% de CO,, sendo subcultivadas a cada 48 horas até atingirem
aproximadamente 80% de confluéncia.

A dissoclagao das ceélulas Calu-3 fol realizada por tripsinizagao, utilizando-se
de 1 a2 mL de solugdo de tripsina-EDTA a 0,25%, por um periodo de 10 a 15 minutos,
de acordo com o tamanho do frasco de cultivo (25 ou 75 cm?®). A neutralizagao da
tripsina foi efetuada mediante a adi¢cdo de um volume de meio de cultura duas vezes
superior ac volume da solugao enzimatica, seguida de centrifugagac a 3.000 rpm por
10 minutos. Apos o descarte do sobrenadante, o pellet celular foi ressuspendido em
DMEM suplementado com 20% de SFB.

Os macrofagos J774A.1 foram destacados por meio da adigao de 2 mL de
DMEM contendo 10% de SFB, com auxilio de um raspador celular (cell scraper,
Kasvi®, RJ, Brasil). Em seguida, adicionaram-se mais 2 mL de meio ao frasco para a
recuperacao completa das células desprendidas. A suspensao celular foi centrifugada
a 2.500 rpm por 5 a 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido
em DMEM suplementado com 10% de SFB.

4.25101. Preparo das amostras

As amostras foram preparadas de acordo com as proporgdes molares presente
nas formulagdes., O MTK, a F1-b e a F2-b foram inicialmente preparados como
solugbes-estoque na concentragao de 3.500 pg/mL em DMSO puro. Essas solugoes
foram posteriormente diluidas em meio DMEM suplementado com 20% de SFB para
as células Calu-3 e em DMEM contendo 10% de SFB para as células J774A.1, de
modo a obter concentragoes finais de 24, 42 e 60 pM. Adicionalmente, um segundo
conjunto de solugbes-estoque foi preparado na concentragdo de 700 pg/mL em
DMSQO, sendo posteriormente diluido nos respectivos meios de cultivo para atingir
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concentragdes finais de 5 e 10 uyM de MTK, Todas as amostras foram mantidas
protegidas da luz.

A HPBCD foi preparada a partir de uma solugao-estogue na concentragdo de
73.000 pg/mL em DMSO puro, sendo posteriormente diluida em DMEM contendo 20%
de SFB (para Calu-3) ou 10% de SFB (para J774A.1). a fim de obter concentragoes
finais de 125, 250, 375 e 500 uM. De forma semelhante, a L-leucina foi preparada a
partir de uma solugao-estoque a 7.900 pg/mL em DMSO e diluida nos respectivos
meios de cultivo para alcangar concentragoes finais de 300, 450 e 600 pM.

As condigdes controle incluiram DMEM suplementado com 20% de SFB ou
DMEM com 10% de SFB (controles negativos), DMEM suplementado com 20% de
SFB ou DMEM com 10% de SFB contendo 1% de DMSO (controles de veicuio) e
DMSO puro (controles positivos).

4.2511. Ensaio de citotoxicidade in vitro

As células Calu-3 (passagem 13) e J774A.1 (passagem 19) foram distribuidas
em placas de 96 pocos nas densidades de 5 x 10* e 3 x 10 células por pogo,
respectivamente, utilizando-se 200 pL. de DMEM suplementado com 20% de SFB para
as células Calu-3 e 10% de SFB para as células JT74A.1. As placas foram incubadas
a 37 °C, sob atmosfera contendo 5% de CO2z até que as culturas atingissem
aproximadamente 80% de confluéncia.

Em seguida, o meio de cultivo foi substituido pelas amostras de teste. As placas
contendo F1-b, F2-b ou MTK foram mantidas protegidas da luz, e as células foram
incubadas a 37 °C, sob 5% de COz, por 24 horas. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e repetidos em dois ensaios independentes.

Apds o periodo de exposicao, o meio de cultura foi substituido por 100 uL de
uma solugao MTT a 0,5 mg/mL em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH
7,4). As placas foram mantidas protegidas da luz e incubadas a 37 °C, sob 5% de
COz2, por 3 horas. Apds esse periodo, os cristais de formazana formados foram
solubilizados pela adigac de 100 pL de DMSO por pogo.

A absorbancia foi determinada a 562 nm utihizando um espectrofotdmetro
Kasuaki® DR-200BS-NM. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada de
acordo com a Equacdo 7 (Matilainen et al., 2008).
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ansorbancia das células tratadas
{médie das absorbincias das células sem tratamento) % 100

% células vivas =

Equagaon 7

4.2.6. Estabilidade

Amostras das formulacoes DP| foram analisadas em relagao ao seu conteudo
de MTK apds o armazenamento por 60 dias em frasco ambar, em dessecador sob
vacuo, a temperatura ambiente.

Para a determinacao do teor de MTK nas formulagtes durante os estudos de
estabilidade, aproximadamente 5 mg da formulagao (equivalente, teoricamente, a 0,5
mg de MTK) foram pesados com precisao e diluidos em metanol, obtendo-se
iguaimente uma concentragao final de 50 pg/mL. O teor (%) de MTK foi determinado
por meio de curva analitica construida na faixa de concentragao de 30 a 70 pg/mL.

Apés o preparo e a diluigdo, as amostras foram filtradas em filtro de seringa
com tamanho de poro de 0,45 pm (Millipore®, PVDF, 13 mm de didmetro) e, em
seguida, analisadas de acordo com o meétodo cromatografico previamente
estabelecido (item 4.2.1.).

4.2.7. Analise estatistica

Todos os resultados expressos foram calculados como média + desvio padrao
(DP). Diferengas significativas foram avaliadas por meio de analise de variancia
unidirecional (ANOVA), seguida por teste de Dunnet! para comparacgoes multiplas.
Todas as analises estatisticas foram realizadas em software Prism 10 (GraphPad
Software Inc., EUA). Um valor de p s 0,05 foi considerado significativo

estatisticamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Solubilidade em equilibrio

A Figura 5 apresenta a curva de calibragao obtida para quantficagdao das

amostras de solubilidade (A) e um cromatograma HPLC representativo (B).
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Figura 5. Curva de calibracao referente a quantificaciio das amoslras de solubilidade de MTK (A) e um
cromatograma HPLC representative (B)

A Figura 6 apresenta os resultados de solubilidade em equilibrio do MTK sédico

em agua, solugoes tampodes e FPS, em diferentes valores de pH.
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Figura €. Resultados de solubilidade em equilibrio do MTK sédico em agua em diferentes valores de

pH, em tampdao fosfato de potassio (Tp K), tampao losfalo de sédio (Tp Na), tampdo acetato de sodio
(Tp acet) e FPS
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Embora os valores absolutos de solubilidade do MTK obtidos
experimentalmente nao corroborem a baixa solubilidade frequentemente descrita na
literatura, o perfil de solubilidade em fungao do pH apresentou comportamento
consistente com o descrito por Okumu, DiMaso e Lébenberg (2008), caracterizado por
menor solubilidade em meio acido e aumento progressivo em pH mais elevados. Em
meio aquoso pH 1,2, a solubilidade observada foi de 30,16 mg/mL, aumentando
aproximadamente cinco vezes em pH intermediarios e atingindo valor maximo de
143,97 mg/mL em agua pura (pH 5,4). Esses valores situam-se na mesma ordem de
grandeza daqueles reportados por Soni e colaboradores (2012) para o MTK sédico
em agua purificada (100 £ 0,16 mg/mL), ainda que diferengas metodoldgicas devam
ser consideradas.

A dependéncia da solubilidade em relagéo ao pH também foi observada por
Martir e colaboradores (2020), que relataram aumento progressivo da solubilidade do
MTK em tampoes com pH 1,2 <4.,5 < 6,8, atribuindo esse comportamento a ionizacao
do grupamento amino do farmaco (pKs = 5,8). Em condigbes acidas, o MTK tende a
converter-se na forma nao lonizada (acido livre), favorecendo a formagao de espécies
pouco sollveis, enquanto em pH acima do pKa a fragdo ionizada tende a aumentar,
resultando em maior solubilidade aparente (Zhang et al., 2025).

A avaliagao da solubilidade do MTK em tampdes pH 6,8 contendo diferentes
sais (acetato de sddio, fosfato de sddio e fosfato de potassio) nde evidenciou
diferengas relevantes entre meios de pH equivalente, independentemente da
composic¢do salina, com valores variando entre 0,67 e 0,77 mg/mL nos tampodes. Em
tampdo fosfato pH 6.8, a solubilidade determinada (0,67 mg/mL) foi superior a
reportada por Okumu et al, (2008) (~0,008 mg/mL), porém substancialmente inferior
a descrita por Soni e colaboradores (2012) (95 £ 0,275 mg/mL) (Soni; Gali Vidya
Sagar; Sharma, 2012). Essas discrepancias em meios com pH semelhante refor¢am
que, além do pH, outros fatores fisico-quimicos relacionados tanto aos solventes
(como forga idnica, capacidade tamponante, osmolalidade e tensao superficial) como
ao proprio farmaco (especialmente o estado sdlido) influenciam na solubilidade
observada para o MTK (Martir et al., 2020).

No presente estudo, o MTK utilizado apresentou natureza predominantemente
amorfa, conforme caracterizagdo subsequente, enquanto que estudos prévios
reportaram o emprego de formas cristalinas do fArmaco (Okumu; DiMaso; Lobenberg,
2008; Thibert et al., 1996). Considerando que as substdncias amorfas tendem a
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apresentar maior solubilidade aparente em relagdo as cristalinas (Mota et al,, 2009),
esse aspecto pode contribuir, a0 menos parcialmente, para os valores observados,
embora nao permita explicagao isolada das diferengas entre os resultados.

Apesar da variagdo na composi¢ac do fluido de revestimento pulmonar ao
longo do trato respiratorio, seu pH mantém-se relativamente constante em torno de
6,7 em individuos saudaveis (Floroiu et al., 2024). A solubilidade de equilibrio do MTK
em tampdes salinos pH 6,8 e, de forma mais pronunciada, em FPS pH 7.4 foi
consideravelmente inferior (0,205 mg/mL) & observada em agua purificada. Tal
redugdo pode ser atribuida ao aumento da forga idnica do meio, que diminui a
concentra¢cdo micelar critica do MTK e favorece a agregacdo do farmaco em
complexos de alto peso molecular, conforme sugerido por Thibert e colaboradores
(1996). Como o FPS representa de forma mais proxima a composigao ibnica do fluido
pulmonar, os resultados obtidos indicam que, apds a deposi¢cio das particulas no
pulmao, a dissolucao do MTK pode ser limitada, potencialmente tornando a etapa de
dissolugao um fator relevante para a absorgdo pulmonar. Essa observagao €
consistente com a natureza hidrofébica do MTK e com sua classificagdo como

farmaco da classe |l do Sistema de Classificagao Biofarmacéutica.

5.2. Perfil de solubilidade de fase

Estudos solubilidade de fase, nos quais a solubilidade de um farmaco (em
molflitro) & correlacionada a concentra¢gdo molar da CD, constituem ferramenta
comumente utiizada para estimar tanto a eficiéncia de complexagao (afinidade
farmaco-CD) quanto a estequiometria dessa interagdo (Hou et al., 2025).
Considerando que os resultados de solubilidade indicaram alta solubilidade do MTK
em meios aquosos, porém o menor valor em FPS, oplou-se pela conduc¢do dos
estudos de solubilidade de fase especificamente nesse meio biorelevante, Essa
escolha permite avaliar o potencial da associagao MTK:HPBCD para incrementar
tanto a solubilidade quanto a estabilidade do farmaco nas condigdes pulmonares de
interesse terapéutico para formulagoes DPI. A HPBCD foi selecionada para esse
estudo considerando sua alta solubilidade em agua (maior que 600 mg/mL), baixo
perfil toxicoldgico, disponibilidade comercial e, consequentemente, menor custo. Em
nossos estudos preliminares, a fi-ciclodextrina foi avaliada, porém, devido & baixa
solubilidade em meios aquosos, esta ndo pdde ser utilizada.



69

Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 7,
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Figura 7. Perfil de solubilidade de fase do MTK com HPCD em fluido pulmonar simulado.

De acordo com o diagrama de solubilidade de fase (Figura 7), a solubilidade
aparente do MTK aumentou em funcao da concentracao de HPPCD, alcancando
incremento de 278 vezes na faixa de 6 a 8 mM de CD, sugerindo a formagao de
complexos hidrossolliveis. A regressao linear dos dados pemitiu calcular a eficacia de
complexagao (EC = 0,128). A EC descreve a razao enire o complexo de ciclodextrina
e as ciclodextrinas livres (Mohtar et al., 2017), correspondendo a uma razao
aproximada de 1:8. Isto &€, em média, uma em cada oito moléculas de HPBCD em
solugdo formam um complexo com uma molécula de MTK. Tais resultados confirmam
a viabilidade da estratégia para superar a baixa solubilidade do MTK em FPS,
otimizando a dissolug¢do pulmonar em formulagdes DPI.

5.3. Preparo dos pos DPl por SD

As proporgoes farmaco:ciclodextrina foram inicialmente definidas com base na
razdo molar ideal previamente determinada para a associagao MTK/HPBCD. A partir
desse critério, foram propostas formulagoes destinadas a administrag@o inalatoria de
MTK contendo razées farmaco:CD de 1:8 (formulacao F1) e 1:7 (formulagdo F2, com
adigao de 10% de L-leucina). Essas composigdes foram delineadas de modo a manter
proporgoes fixas entre o farmaco e os excipientes, permitindo avaliar especificamente
o impacto da incorporagéo de L-leucina nas propriedades das particulas, sem
comprometer a complexagao do MTK.

Adicionalmente, os resultados obtidos no estudo de complexacao (Figura 7),
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evidenciaram um ganho expressive de solubilidade do farmaco j& em proporgoes
molares farmaco:CD iguais a 1:2. Com base nessa evidéncia e considerando que, por
razbes loxicoldgicas, tecnoldgicas e economicas, € desejavel utilizar a menor
quantidade possivel de CD em preparagdes farmacéuticas (Loftsson; Masson, 1999),
foram propostas as formulagao F3 e a formulacao F4 (esta Gltima contendo 10% de
L-leucing). Essas formulagdes visaram avaliar o desempenho dos pds DPI de MTK
contendo HP{CD na proporgao molar minima de 1:2.

As formulagdes F1-a, F2-a, F3-a e F4-a foram produzidas no spray dryer
LabMag MSD 1.0 (equipamento "a"), utilizando as faixas de parametros de processo
descritas na Tabela 2. Os resultados da avaliagio dessas formulagoes sao
apresentados na Tabela 3.

Os rendimentos oblidos para formulagées processadas no equipamento “a”
variaram entre 12% e 17%. Considerando gue o rendimento tipico do processo de SD
situa-se entre 40% e 70%, valores significativamente inferiores podem representar
uma limitagao a sua aplicagao em escala industrial (Cabral-Marques; Almeida, 2009).
A analise de teor de MTK sodico (Tabela 3) indicou que a maiona das formulagoes
apresentou taxas de recuperagac superiores a 90%, sugerindo auséncia de perdas
significativas do farmaco durante o processo de secagem, bem como a estabilidade
do MTK nas condigbes experimentais e no sistema solvente escolhido. Entretanto,
valores inferiores de teor foram observados para as formulages F3-a e F4-a,
correspondentes a 8975 + 144% e 8792 + 1,28%, respectivamente. Esse
comportamento coincidiu com os menores rendimentos obtidos para essas
formulagbes (14,12% e 12,40%), ambas caracterizadas pelos malores percentuals de
MTK na composicao (15 e 17%). Esses resultados sugerem perdas relevantes durante
o processamento, possivelmente associadas a maior aderéncia do farmaco as
superficies internas do equipamento (Suzuki et al., 2018). Resultados semelhantes
foram descritos por Abdel-Gawad e colaboradores (2020) e Faramarzi et al. (2015),
que relataram rendimentos significativamente menores em formulagées produzidas
por SD com maior concentragao de MTK, atribuidos ao aumento da adesividade e a
maior retencdo de material no ciclone. Assim, os dados indicam que o aumento da
fragao de MTK constitui um fator critico limitante para o rendimento do processo.

Além da composigdo, o desenho do equipamento e, em particular, o
mecanismo de separacdo do ciclone exercem influéncia significativa sobre o

rendimento final, especialmente no caso de particulas com diametro inferior a 5 um
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(Alhajj; O'Reilly; Cathcart, 2021; Simon et al,, 2024; Singh; Rana, 2021). Particulas
nessa faixa apresentam menor eficiéncia de coleta e podem ser carreadas para a
exaustao quando o processo de separagao € Ineficlente, resultando em rendimentos
tipicos entre 15% e 20% na auséncia de um ciclone adequado (Singh; Rana, 2021).
Com base nos resuliados de desempenho do processo e na caracterizagao in
vitro dos pés, as formulagbes mais promissoras (F1-a e F2-a), que apresentaram
maiores taxas de recuperagao do IFA, foram reproduzidas no spray dryer Buchi B-290
(equipamento “b7). Adicionalmente, foi proposta a formulagéo F5, contendo 20% de L-
leucina, com o objetivo de avaliar o impacto do aumento da concentragao desse
excipiente nos resultados obtidos. Ressalta-se que ambos o0s equipamentos
apresentam configuracoes semelhantes, incluindo bice de atomizagao de dois fluidos
com didmetro de 0,7 mm e secagem em regime co-corrente, tendo sido empregados
parametros operacionais equivalentes (Tabela 2). No entanto, o equipamento “b"
possui um ciclone separador de alio desempenho, mais eficiente em coletar particulas
menores que 2 um (Amaro et al., 2011; Focaroli et al., 2019), possibilitando
rendimentos de até 70% (Cabral-Marques; Almeida, 2009). Alem disso, o revestimento
condutor do equipamento reduz a adesdao de particulas as paredes do ciclone,
favorecendo a recuperagao do materal (Buchi, 2024), Essas caracteristicas estao
diretamente associadas acs maiores rendimentos observados para as formulagoes
produzidas no equipamento “b", cujos valores foram aproximadamente quatro vezes
superiores aos obtidos no equipamento “a”, situando-se na faixa de 54% a 65%,
concomitantemente a teores de MTK superiores a 97% (Tabela 3).
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5.4. Difracido de raios X em pé

A analise de DRX em pd também tem sido utilizada na caracterizagao de
complexos de inclusdo CD/farmaco. A comparagao sistematica dos padrdes de
difragao dos componentes isolados, das respectivas misturas fisicas e dos supostos
complexos de inclusdo formados pode permitir avaliar mudancas nas propriedades do
estado soélido como consequéncia de interagbes entre os componentes, evidenciadas
pelo aparecimento ou desaparecimento de picos de difragdo, pela mudanga dos picos
caracteristicos ou mesmo por alteragdes nas suas intensidades relativas (Periasamy;,
Kothainayaki; Sivakumar, 2021; Rezaeinia et al., 2024).

Os padrdes de difragao das formulagbes DPI contendo MTK sao apresentados
na Figura 8. Os difratogramas do MTK (como fornecido pelo fabricante), dos
excipientes L-leucina e HPCD, das misturas fisicas (MF-1 e MF-2) e do MTK puro
processado por SD (MTK-a) também foram obtidos como referéncia.
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Figura 8. Difratogramas DRX do MTK, excpientes L-Jeucina e HPICD, das misturas fisicas (MF-1 e
MF-2), MTK puro processado por SD (MTK-a) e das formulagdes DPI (F1-a, F1-b, F2-a, F2-b, F3-3,
F4-a e F5-b).
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De acordo com dados descritos na literatura, o MTK puro apresentou padrao
de difragac tipo halo difuso, caracteristico de substancias amorfas (Abdel-Gawad et
al.,, 2020, Barbosa et al., 2019; Faramarzi et al., 2015, Patil-Gadhe et al., 2014). De
forma semelhante, a HPBCD também exibiu um padrao difuso, condizente com seu
estade amorfo caracteristico (Aziz et al., 2023; Ren et al,, 2019). Em contraste, o
difratograma da L-leucina apresentou picos intensos e bem definidos em 20 iguais a
6,1°:12,07; 24,3%; 30,5° e 36,9°, de acordo com a literatura, confirmando sua natureza
cristalina (Eedara; Baslola, Das, 2022). Comparando-se os difratogramas das
formulagbes DPl com aqueles das matérias-primas isoladas (Figura 8), pode-se
verificar que o MTK ndo apresentou alteracido em seu estado solido apdos o
processamento, mantendo-se predominantemente amorfo em todas as formulagoes
avaliadas.

Adicionalmente, conforme apresentado na Figura 8, nao foram observadas
diferengas entre os padroes de difragao de formulagées de mesma composicao
produzidas em diferentes equipamentos spray dryer (formulagdes Fi-a/F1-b e F2-
alF2-b). Os difratogramas das misturas fisicas apresentaram-se, de modo geral, como
a superposigdo dos padroes dos insumos puros, o que sugere a auséncia de interagao
quimica entre os componentes (De Castro et al., 2020). Particularmente para a mistura
fisica MF-2, contendo MTK, HPCD e L-leucina, o padrao de difragao evidencia uma
simples mistura fisica, uma vez que € possivel Identificar os picos cristalinos
caracteristicos da L-leucina em, aproximadamente, 12,0°; 19,1°, 24 3%, 30,5° e 36,8°
20, Nos difratogramas das formulagbes F2-a, F2-b e F4-a, que contém o excipiente,
nao se verifica a presenca de picos definidos, indicando a amorfizagao parcial dos pos
no processo de SD. O mesmo padrdo foi observado para a formulagdo F5-b, mas
com um aumento do grau de cristalinidade. Esse resultado pode ser atribuido a maior
concentragao de L-leucina (20%) nessa formulagao em relag@o as demais. Apesar da
capacidade do processo de SD de produzir pds amorfos, estudos anteriores relatam
que, em concentragcoes superiores a 10%, os picos referentes a L-leucina ainda
podem ser observados mesmo apos a secagem por pulverizagao (Abdel-Gawad et
al., 2020; Feng et al,, 2011; Momin et al,, 2017; Simon et al., 2016). O aumento da
cristalinidade atribuido a presenga de L-leucina na superficie da particula pode
contribuir para um efeito anti-higroscopico, aumentando a estabilidade fisica das
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formulagbes durante o armazenamento (Abdel-Gawad et al., 2020; Moussa et al,,
2015),

Nao fol possivel inferir se houve a inclusao do farmaco na cavidade da CD a
partir das andlises das formulagdes SD de MTK pela técnica de PDRX. Considerando
que tanto o MTK como a HPBCD utilzados sdo compostos originalmente amorfos,
como evidenciado pelos difratogramas das substéncias isoladas (Figura 8), e que as
formulagbes foram obtidas por um processo que favorece a amorfizagao, a técnica
apresenta limitagoes para distinguir entre a formagao de um complexo de inclusao

farmaco-CD ou uma mistura homogénea de componentes amorfos (Mura, 2015).

5.5. Calorimetria exploratoria diferencial

A analise térmica, particularmente o DSC, possui um amplo espectro de
aplicacoes na area farmacéutica, do controle de qualidade de matérias-primas a
estudos de compatibilidade e pré-formulagao, sendo aplicada na caracterizagao das
interagoes do estado solido entre IFAs e excipientes, incluindo a complexagao
farmaco/CD (Mura et al., 2003).

A Figura 9 apresenta a analise de MKT por DSC, tanto para determinagéo da
temperatura de Tg do farmaco pelo método melt quench (curvas A e B) @ do MTK

como recebido (curva C).
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Figura 9. Andlise de DSC do MTK. (A) Aquecimento a taxa de 10 "C/min até 150 "C; a amostra foi
rapidamente resfriada em nitrogénio liquido e submetida a novo aquecimente a 5 “C/min até 300 °C (B)
para determinag3o da Tg pelo métode melf quench. (C) Termograma do MTK como recebido submetido
a aquecimento a 10 *C/min.

O termograma do MTK (Figura 9) apresentou comportamento caracteristico de
um sdlido amorfo, Observa-se um evento endotérmicoe largo em temperaturas
inferiores a 100 °C (Figura 9A), condizente com a perda de umidade da matéria-prima
(Barbosa et al, 2019; Moussa et al., 2015), corroborada posteriormente pelos
resultados de TG. A Ty do MTK foi observada em 81,92 “C (Figura 9B)

Varios autores relatam a presenga de um evento endotérmico entre,
aproximadamente, 130 ‘C a 150 °C (Aziz et al., 2023; Mahajan; Gundare, 2014,
Moussa et al,, 2015; Zamani et al., 2016), correlacionado com a fuséo do farmaco. No
entanto, eventuais sinais endotérmicos observados imediatamente apos a Tg sao
mais provavelmente associados a cristalizagdo ou a perda de substincias volateis
(Kwong et al., 2025) e ndo & fusao do material amorfo. No termograma do DSC (Figura
9C) é possivel identificar um evento exotérmico em torno de 200 °C, indicativo de
recristalizagao. Em temperaturas superiores a Tg, o aumento da mobilidade molecular
favorece a cristalizag@o do farmaco amorfo (Shi et al., 2020), usualmente observada
como um evento exotérmico, seguida pela fusdao da fase cristalina formada.
Subsequentemente, observa-se uma lransigao endotérmica bem definida entre 230 e
250 °C, atribuida a uma possivel fusdo da fase cristalina formada durante o
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aquecimento, com posterior decomposi¢do acima de 250 °C, alinhada a literatura
(Barbosa et al., 2019).

Os termogramas do MTK como fornecido, dos excipientes, das misturas fisicas

e formulagoes DPI obtidas sao apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Curvas de DSC do MTK, dos excipientes L-leucina @ HPRCD, das misturas fisicas (MF-1 e
MF-2), MTK puro processade por SD (MTK-a) e das formulagdes DPI (F1-a, F1-b, F2-a, F2-b, F3-a,
F4-a e F5-b).

A curva de DSC da HPBCD caracteriza-se por um evento endotérmico alargado
entre 30 a 100 °C, correspondente a sua perda de umidade (Guo et al., 2026,
Hadaruga et al., 2019). Nenhum pico distinto foi obervado no termograma da HP3CD,
confirmando sua natureza amorfa (Aziz et al,, 2023). No termograma da L-leucina, um
pico endotérmico com inicio em, aproximadamente, 220 °C é atribuido a sublimagao
da substancia, ja que, de acordo com a literatura, o mesmo & acompanhado pela
perda de massa na analise termogravimeétrica (Chang et al., 2014; Lahde et al., 2009;
Lietal, 2016; Raula et al., 2008; Schoubben et al., 2019; Wang et al., 2021).

Pela andlise dos resultados de DSC das formulagées DPI, é possivel observar
que todas apresentaram um pico largo endotérmico entre 30 e 100 °C, provavelmente
relacionado tanto a perda de umidade da HPICD (excipiente em maior propor¢ao nas
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formulagtes) quanto do préprio processamento por SD, indicando que o processo ndo
removeu todo o solvente durante a etapa de secagem. Os resultados da analise de
termogravimetria, apresentados posteriormente, auxiliarao na avaliagao da umidade
residual dos pos.

As formulagdes F2-a, F2-b, F4-a e F5-b apresentaram um segundo evento
endotérmico, representado por um pico largo e intenso entre, aproximadamente, 230°
a 250 °C, devido a presenca de L-leucina nas respectivas formulagbes. O aumento da
entalpia dos picos corresponde ao aumento da concentragdo de L-leucina nas
formulagbes (F5 > F2> F4). O deslocamento do pico endotérmico de sublimagao da
L-leucina para um valor menor de temperatura apés o processo de SD também foi
previamente descrito na literatura (Bahrainian et al., 2021; Li et al., 2016). Mudancas
na curva de DSC, como o alargamento ou o deslocamento do pico endotérmico, sao
consideradas indicativas de perda da estrutura cristalina, sugerindo possiveis
interagbes no estado sélido entre os componentes da formulagao (Mura, 2015) e efeito
plastificante do excipiente (Li et al., 2016).

Todas as formulagées com mesma composi¢do (F1-a e F1-b; F2-a e F2-b)
apresentaram curvas de DSC similares. O termograma DSC do MTK puro submetido
a secagem por pulverizagao (MTK-a) confirma a amorfizagao do farmaco apos o
processo de SD, em concordancia com os resultados obtidos por PDRX e com dados
previamente reportados na literatura (Faramarzi et al,, 2015),

Outra observagio interessante refere-se ao desaparecimento da transi¢ao
endotérmica referente a fusdo da forma cristalina do MTK em 242 “C, mesmo nos
termogramas de ambas as misturas fisicas. O desaparecimento de picos de fusdo na
curva de DSC de misturas fisicas entre farmaco-CD pode estar relacionado a
capacidade da CD de inibir o crescimento de cristais de farmacos amorfos (Shi et al,
2020).

A caracterizagao de um complexo de inclusdo verdadeiro entre MTK:HPRCD
pela técnica de DSC nao se mostrou conclusiva, considerando que tanto a CD como

a molécula hospedeira apresentam natureza amorfa (Mura, 2015).

5.6. Termogravimetria (TG)

E geralmente aceito que a perda de massa observada durante o aquecimento
da amostra da temperatura ambiente até 100 °C seja atribuida, principalmente, a
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evaporacdo da umidade (Chen et al,, 2025). De acordo com a andlise de TG, o MTK
apresenta perda de umidade de, aproximadamente, 4,4% até temperatura de 100 °C.

O perfil amorfo dos pés para inalagao de MTK lorna-os mais suscetiveis a
umidade, j4 que substancias amorfas tendem a ser mais higroscopicas e menos
estaveis que as respectivas fases cristalinas (Adhikari; Gordon; Das, 2022,
Vippagunta; Brittain; Grant, 2001). A agua adsorvida pode agir como agente
plastificante, diminuindo a temperatura de transi¢ao vitrea e, consequentemente,
favorecendo a transicdo de fase sdlida e cristalizagéo (Burnett; Thielmann; Booth,
2004; Ziaee et al,, 2017). O aumento da interagao entre as particulas devido a for¢as
capilares também pode levar ao aumento da aglomerac¢ao dos pds, reduzindo sua
aerolizagao (Shetty et al., 2018), causando variacdo no desempenho entre lotes e
afetando significativamente a estabilidade das formulagbes (Babenko et al., 2022).
Considerando que valores de umidade residual elevados podem apresentar efeitos
deletérios para formulagbes de pds secos para inalagao (Alhajj; O'Reilly; Cathcart,
2023), a umidade residual das formulagdes DPI de MTK foi determinada por analise
termogravimétrica (Figura 11). Os resultados obtidos para todas as formulagdes
mantiveram-se, majoritariamente, entre 4.07% e 4,92% (Tabela 3), com um valor
menor para a formulacao F3-a, igual a 2,80% % 0,04%. De modo geral, conteido de
umidade residual de até 5% é considerado aceitavel para pés obtidos por SD para uso
inalatério (Alhajj; O'Reilly, Cathcart, 2023; Momin et al., 2017, 2018, Razuc; Pifa;
Ramirez-Rigo, 2018). Assim, os valores observados neste estudo sugerem que as
formulagdes de MTK apresentam teor de umidade compativel com a manutengao da
estabilidade fisica, reduzindo o risco de transformacoes indesejaveis durante o
armazenamento @ o manuseio, particularmente relevantes para formulagdes DPI,

De acordo os termogramas das formulagoes F2, F4 e F5 apresentados na
Figura 11, € possivel também observar uma perda de massa em lemperaturas
superiores a 220°C, correlacionados com sublimag¢do da L-leucina (Li et al., 2016,
Raula et al., 2008), corroborando os resuitados obtidos nas analises de DSC.
Posteriormente, observa-se um evento com maior perda de massa, atribuido a
decomposigao do farmaco.
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Figura 11, Curva de TGA das formulagdes DPI (F1-a, F1-b, F2-a, F2-b, F3-a, F4-a e F&-b),

5.7. Microscopia eletrénica de varredura

As imagens obtidas por MEV do MTK e da formulag¢ao MTK-a, contendo 100%
do farmaco puro processado por SD, sao apresentadas nas Figura 12.

Figura 12. MEV do MTK puro como fornecido pelo fabricante (A) (Mag 5.00K x) e formulagao MTK-a
apds precesso de SD (B) (Mag 30.00K x).

O MTK (Figura 12A) apresenta distribuicdo de tamanho de particulas
heterogénea e com dimensoes inadequadas a administragao inalatoria (> 10 um).
Apos o processo de SD do MTK puro (MTK-a), as particulas obtidas apresentaram
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formato esférico, no entanto fundidas entre si (Figura 12B), Estudo prévio conduzido
por Moussa e colaboradores (2015) demonstrou que o MTK obtido por SD, na
auséncia de excipientes, originou um po com elevada tendéncia a aglomeragao ja nos
dois primeiros dias apds a preparagcdo, mesmo quando armazenado em
dessecadores. As propriedades de superficie das particulas afetam sua sensibilidade
a umidade do ambiente (Zhang et al., 2022). O MTK & um famaco altamente
higroscépico (Moussa et al.,, 2015) e a formagao de pontes sdlidas e agregacao
irreversivel das particulas pode estar relacionada a absorgao de umidade (Sou et al,,
2016), acentuada pela caracleristica amorfa do IFA, com consequente redugao no
desempenho aerodindmico do poé e da sua eficacia terapéutica (Gaikwad et al., 2023).
Os resultados MEV obtidos tanto para o MTK puro quanto para o po processado por
SD (100% MTK) indicam que o uso de excipienies que auxiliem na dispersao das
particulas e na sua prolegado contra a umidade & vantajosa para formulagoes DPI
contendo o farmaco (Abdel-Gawad et al., 2020; Moussa et al., 2015).

Assim, as micrografias das formulacdes DPI (F1 a F5) sdo apresentadas na
Figura 13,



Figura 13. MEV das formulagdes DPI de MTK: F1.a, Fi.b, F2.a, F2.b, F3.a, F4.a e
magnificagdes de 5K x ¢ 15K x,




Figura 13 (continuac¢do). MEV das formulagdes DP
b, nas magnificacdes de 5K x e 15K x.
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Pelas imagens MEV da Figura 13 é possivel observar que as particulas das
formulagoes de MTK apresentam estrutura caracteristica do processamento de MTK
por SD (Abdel-Gawad et al., 2020, Aziz et al., 2023, Faramarzi et al., 2015; Mahajan
et al,, 2014), com formato esférico com superficies suaves com paredes colapsadas.
Em comparacao ao farmaco puro, o processamento por SD demonstrou reduzir e
uniformizar o tamanho das particulas, modificando também sua morfologia (Babenko
et al., 2022). Este resultado pode ser atribuido & natureza anfifilica da CD, que
favorece sua difusdo superficial durante o processamento, resultando particulas
circulares com morfologia mais lisa (Aziz et al,, 2023). O formato esférico minimiza
interagdes interparticulares, resultando em menor agregacao das particulas e maior
fluidez e aerolizagao (Ari et al., 2023; Hamedani et al., 2022; Simon et al., 2024).

O diametro geomeétrico das particulas dos pds secos de MTK foi determinado
por ImageJ nas micrografias obtidas por MEV. A Tabela 3 demonstra que todas as
formulagoes apresentaram diametro geométric (Og) entre 1,07-2,30 um, sugerindo um
tamanho de particula adequado a administra¢ao inalatoria por DPI. Notadamente, as
formulagoes "b" apresentaram menores tamanhos de particulas em relagao aos lotes
fabricados no equipamento "a”, como evidenciado pela comparagao entre os Dg das
formulagdes F1-a (2.30 £ 0,87 ym) e F1-b (1,17 £ 0,55 um) e formulagoes F2-a (2,11
+ 0,80 um) e F2-b (1,72 £ 0,60 um) (Tabela 3).

De forma geral, as formulagoes DPI de MTK (Figura 13) apresentaram
particulas relativamente aglomeradas, mas nao fundidas entre si. Para as formulagoes
F3-a e F4-a, no entanto, é possivel observar a formacgao discreta de pontes solidas
em alguns pontos entre as particulas (Figura 14), indicando uma maior coesao dos
pés. Este fato poderia ser explicado pela maior concentragdo de MTK em ambas as
formulagdes reproduzindo, de forma menos marcante, o comportamento observado

para o farmaco processado puro na formulagao MTK-a (Figura 12B)
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Figura 14, Microscopias das formulagdes F3-a ¢ F4-a na magnificagio de 30K x,

Uma superficie significativamente mais enrugada foi observada na formulagao
DPI F5-b (Figura 15), que apresenta a maior concentragao de L-leucina (20%) em sua
composi¢gdo, em concordancia com os resultados obtidos por Abdel-Gawad e
colaboradores (2020) no desenvelvimento de microparticulas de MTK por SD. Esse
aspecto rugoso, com morfologia semelhante a uma “"uva passa’, & geralmente
atribuido a deposi¢ao preferencial de L-leucina na camada superficial seca das
particulas durante o processo de SD (Mohtar et al , 2017).

Figura 15, Mcroscopia da formuiacac F5-b (magnificagao 30K x)

Nas formulagdes contendo menores teores de L-leucina associada a HPBCD
(F2 e F4), a saturagao inicial do aminoacido no sistema é relativamente baixa. Nessa
faixa de concentragdo de leucina (até 10%), a HPBCD, presente em maior propor¢ao
e caracterizada por um numero de Peclet mais elevado (Bya et al,, 2025) tende a

precipitar preferencialmente durante a secagem (Aziz et al, 2023). Esse
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comportamento limita a cristalizagdo precece da L-leucina, contribuindo para a
manutengao de um estado predominantemente amorfo, conforme evidenciado pelos
resultados de PDRX. Esse mecanismo esta de acordo com os resultados de
Ordoubadi e colaboradores (2021), que demonstraram que o aumento da
concentracao de sacarideos, como a trealose, reduz a mobilidade da L-leucina
durante o processo de SD, inibindo sua cristaliza¢do prematura. Como consequéncia,
observou-se uma maior fragdo amorfa do aminoacido em formula¢des com maior teor
do excipiente sacaridico (Ordoubadi et al,, 2021; Xu et al., 2022). Em contrapartida,
quando presente em concentragoes suficientemente elevadas, como na formulagao
F5, a L-leucina passa a desempenhar um papel dominante na dindmica de secagem,
sendo capaz de formar uma camada superficial continua e, inclusive, encapsular
moléculas de maior tamanho (Vehring, 2008), como CDs. Esse efeito & potencializado
pelo uso de um sistema co-solvente hidroalcodlico, no qual o etanol evapora mais
rapidamente que a agua, promovendo a saturagao da L-leucina na interface ar-
liguido. Tal condigdo eleva o numero de Peclet do aminoacido e favorece sua
cristalizagéo superficial. Os difratogramas de DRX apresentados anteriormente
corroboram essa interpretacdo, ao evidenciarem maior grau de cristalinidade na
amostra F5-b em comparagao as demais formulagoes, indicando uma contribuicao
mais expressiva da fase cristalina de L-leucina na estrutura dos poés obtidos.

58. Densidade

Particulas de baixa densidade sao vantajosas para uma série de aplicagdes,
mas especialmente para a administragdo pulmonar de farmacos, uma vez que
apresentam um incremento da dispersibilidade e eficiéncia de deposicdo em funcgao
da redugao do diametro aerodinamico (Chaurasiya; Zhao, 2021).

As densidades aparente e compactada das formulagdes DPI sdo apresentadas
na Tabela 3. Os valores de densidade das formulagées mantiveram-se entre 0,174 e
0,365 g/em?. Valores de densidade aparente e compactada entre 0,1 e 0.4 g/em? sdo
considerados adequados para formulagdes DPI (Chvatal et al., 2017; Ogain et al,,
2011).

Em linhas gerais, as formulagdes “b” apresentaram os menores didmetros
geomélricos e maiores densidades. Particulas menores sdo geralmente mais densas
(Elversson; Millqvist-Fureby, 2005) e fornecem pos com maior densidade, em fungao
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dos menores espac¢os interparticulares (Razuc, Pifia; Ramirez-Rio, 2018).
Particularmente, a formulagao F5-b, com 20% de L-leucina em sua composigao,
apresentou os malores valores de densidade aparente e compactada e um malor grau
de rugosidade das particulas. Simon e colaboradores (2016) estabeleceram uma
relagao linear entre o aumento da concentragao do aminoacido e o aumento da
densidade dos pds (Simon et al., 2016). Zhang e colaboradores (2022) observaram
que, em concentragbes superiores a 20% de L-leucina em pds DPI de poli-L-lisina, a
corrugagao era muito profunda para manter a forma esférica das particulas, induzindo
o aumento da interagdo entre as mesmas e, consequentemente, resultando em

valores de densidade maiores (Zhang et al, 2022).

5.9. Fluidez

A avaliacao da fluidez de pos, incluindo medidas indiretas como indice de Carr
(IC) e razdo de Hausner (RH), representa um paramelro importante no
desenvolvimento de pds secos para inalagdo, considerando que a variabilidade do
enchimento de capsulas esta diretamente correlacionada com a reprodutibilidade de
dose do medicamento (Faulhammer et al,, 2018).

Segundo a Farmacopeia Americana, valores mais baixos de IC e RH implicam
melhor fluidez (USP, 2025). A fluidez é considerada boa quando IC é menor que 25,
enquanto IC superiores a 40 indicam pds com fluidez ruim. Os valores de RH e IC
calculados para a maioria das formulagdes indicam pos de fluxo limite (formulagées
F1-a e F2-b) ou pobre (formulagbes F1-b, F2-a, F3-a e F4-a). A formulagdo DPI F5-b
apresentou os valores mais altos em ambos os indices (IC = 33 e RH = 1,51),
indicando maior fricgdo entre as particulas e fluxo classificado como muito pobre.
Esses resultados sugerem que os poés contendo MTK provavelmente terdo baixa
fluidez, devido ao seu reduzido tamanho de particula e alta coesividade interparticular,
o que pode representar uma restrigao durante o processo de encapsulamento dos pos
DPI.

5.10. Sorgao dinamica de vapor (DVS)

A sorgao dindmica de vapor foi realizada para avaliar a higroscopicidade dos
pos. Os resultados sao apresentados na Figura 16.
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Todas as formulagdes avaliadas apresentaram isotermas de sorgdo com
histerese, comportamento tipico de materiais higroscopicos obtidos por SD e
associado a presenca de fases predominantemente amorfas (Chang et al., 2014). Em
todas as amostras, a captagdo de umidade aumentou progressivamente com o
incremento da UR, atingindo valores entre 18% e 24% de ganho de massa em 90%
de UR. Ao final do ciclo de sorgdo-dessorcdo, ndo foram observadas variagoes
residuais de massa, indicando que o processo é reversivel e nao promove retencao
irreversivel de agua nas formulagoes,

Esse comportamento é consistente com dados previamente reportados para
pds obtidos por SD contendo elevadas proporcdes de HPBCD (Amaro et al., 2015;
Zhao et al.,, 2018). Embora a HPBCD seja intrinsecamente higroscopica, estudos
demonstram que sua presenga pode exercer efeito anfi-higroscopico em sistemas
multicomponentes, reduzindo a adsorgdo maxima de umidade. Zhao et al. (2018), por
exemplo, observaram uma relagao inversa entre a concentragao de HPBCD e a
captacgao de umidade em formulagdes contendo rafinose, com valores inferiores a 5%
quando a ciclodextrina foi empregada em concentragbes superiores a 60%,
contribuindo para a estabilidade fisica das formulagdes (Zhao et al,, 2018).

As isotermas obtidas sao do tipo IV, caracterizadas pela presenca de histerese
associada a adsorgao de agua em materiais amorfos (Amaro et al., 2015). Compostos
de alto peso molecular, como a HPBCD, apresentam elevada afinidade superficial por
agua devido a sua superficie externa hidrofilica, favorecendo a adsorgao. Enfretanto,
a cavidade intemna hidrofébica da CD limita a difusdao da agua para o interior da matriz,
impedindo a absorgdo volumétrica e contribuindo para a reversibilidade do processo
de sorgao,

Além da contribuigdo da HPBCD, a concentracao de L-leucina influenciou de
forma clara a extensao da hislerese e a cinélica de dessorgdo de umidade. Observou-
se uma reducdo progressiva das variagbes de massa com o aumento do teor do
aminoacido, conforme evidenciado na Figura 17. A formulagao F5-b, contendo a maior
concentra¢do de L-leucina, apresentou as menores variagoes de massa ao longo do
ciclo, em comparagao as formulagoes F2 (10% de L-leucina) e, especialmente, F1,
isenta do aminoacido. Quando a L-leucina foi incorporada em proporgoes iguais ou
superiores a 10% (formulagdes F2, F4 e F5), a totalidade da agua sorvida foi
dessorvida ja em 10% de UR, indicando que a presenga do aminoacido favorece a
dessorgao de umidade e, consequentemente, previne o comprometimento do
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desempenho aerodinamico dos pés (Li et al,, 2016),
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Figura 17. Isotermas DVS das formulagbes SD de MTK em funcgao da concentracio crescente de L-
leucina,

As formulagées com mesma composigao, produzidas em equipamentos
diferentes, apresentaram isotermas de sorgao dinamica de vapor distintas enire si,
conforme demonstrado na Figura 18,

= n
v.

e . u /' »
3 z
! : i 7/

LR . " 7 /
s e 4 : sy
! R . :./',
jw - n_Z" " ol

- _'-‘l'/--:' % "
s = S,
. o ) o ¥ e
= -
“ .
5 I ® X ® W @ 0 W W W 0 M N M W N O H N W % W
AV PP

T T B LT N S T T e, et ae o e — * TR

Figura 18. Comparagao enire as isotermas DVS das formulagdes F1 (F1.a e F1.b) e F2 (F2.a e F2.b).

Os testes produzidos no equipamento “b" apresentaram mudangas de massa
mais significativas em relagdo ao observado para as formulagoes correspondentes do
equipamento “a". As diferengas observadas podem estar relacichadas ac menor
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tamanho de particula das formulagdes “b”, levando a maior sor¢do de umidade em
fungao da maior area superficial (Focaroli et al., 2019).

Como discutido anteriormente para os resultados de PDRX, os pds secos para
inalagdo de MTK apresentaram difratogramas sem picos definidos e halo
caracteristico de materiais amorfos (Figura 8). Apos os ensaios de DVS, no entanto,
as formulagdes contendo L-leucina (F2, F4 e F5) apresentaram picos cristalinos
caracteristicos em 6.1 e 19.2° 20 (Figura 19), que podem ser atribuidos a
recristalizagao do aminoacido (Chang et al., 2014). A presenca de agua adsorvida
durante o DVS aumenta a mobilidade molecular do aminoacido, favorecendo sua
reorganizacdo em uma fase cristalina energeticamente mais estavel. Em contraste, as
formulagoes isentas de L-leucina (F1 e F3) mantiveram, apos o DVS, um perfil
essencialmente amorfo, semelhante ao observado antes do ensaio, Esse
comportamento sugere que, na auséncia do aminoacido, a matriz amorfa composta
predominantemente por HPBCD e MTK apresenta maior resisténcia a recristalizacao
induzida por umidade, possivelmente em fungao do efeito antiplastificante da CD e da
auséncia de um componente com elevada propensaoc a cristalizagao (Kwong et al,,
2025).

FSb
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Figura 19. DRX das formulagdes DPI de MTK apds estudos DVS.
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5.11. Desempenho aerodinamico in vitro

O estudo de deposigao de particulas in vitro avalla as caracteristicas
aerodinamicas dos pos DPI, permitindo que seu desempenho no trato respiratério seja
estimado. Os resultados expressos em termos da FPF, dependem principalmente do
MMAD, enquanto que o Dg determina as interagoes interparticulares, ED, dissolu¢do
e uniformidade de dose (Shekunov et al., 2007), As caracteristicas aercdinamicas das
formulagées DPIl contendo MTK sdo apresentadas na Tabela 4 e o perfil do
desempenho aerodinamico in vifro esta representado pela Figura 20.
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Figura 20. Deposigaa in vitre das formulagoes de MTK,

aercdindmico compativel com a administragdo inalatéria. Os valores de MMAD
mantiveram-se entre 2,23 £ 0,11 um e 4,21 + 0,25 ym, dentro da faixa considerada
ideal para deposi¢ao no trato respiratorio inferior (1-5 ym). Os resultados de GSD
variaram entre 1,5 e 2,0, indicando distribui¢goes relativamente estreitas e auséncia de
polidispersidade extrema que pudesse comprometer a reprodutibilidade da dose
inalada.

Diferengas relevantes no desempenho aerodinamico foram observadas em
fungdo do equipamento de produgao. As formulagoes obtidas no equipamento “b"
apresentaram, de forma consistente, menores valores de MMAD (2.2-2.9 pym) e
maiores fragoes de particulas finas (FPF < 5 ym e < 3 ym), resultando em maior
deposicdao nos estagios finais do NG| (estagios 5-6), associados as regides
pulmonares mais profundas. Todas as formulagoes dessa serie exibiram valores de
FPF < 5 um superiores a 70%, evidenciando elevada eficiéncia respiravel,
considerada excelente para sistemas DPl. Observou-se ainda um incremento
expressivo da FPF < 3 pym, particularmente nas formulagdes F1-b (~62%) e F2-b
(~60%), sugerindo maior potencial de deposi¢cdo em regides pulmonares periféricas.
Considerando que a deposigao pulmonar eficiente requer a combinagdo de baixo
MMAD e elevada FPF, esses resultados indicam desempenho supenor das
formulagbes produzidas no equipamento “b". Em comparagao, produtos
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comercialmente disponiveis geralmente apresentam FPF entre 10 ¢ 50% da dose
rotulada (Hoppentoch et al., 2014; Zillen et al., 2021), o que posiciona as formulagoes
desenvolvidas na faixa mais elevada reportada para sistemas DPl Esse
comportamento sugere maior propor¢do da dose efetivamente respiravel e
distnbuicao mais ampla ao longo do pulmao. Esses resultados representam uma
vantagem terapéutica no contexto da administragdo inalatdria de MTK, cujos
receptores de leucotrienos cisteinicos estdo amplamente distribuidos tanto nas
células musculares lisas das vias aéreas centrais quanto nas regides distais (Figueroa
et al.,, 2001, Organon, 2025, Yamamoto et al, 2019). Considerando que a asma
envolve processos inflamatérios e alteragdes funcionais que acometem
compartimentos centrais e periféricos do pulmao, uma intervengao terapéutica eficaz
com MTK pressupoe deposigcao pulmonar abrangente.

Em contraste, as formulacdes processadas no equipamento “a” apresentaram
deposigao significativamente maior nos compartimentos iniciais do impactador (MA/IP
até o eslagio 2), representalivos da regido orofaringea. Esse padrao resullou em
menor fragdo de particulas atingindo os estagios inferiores do NGI, refletindo-se em
menores valores de FPF e maiores MMAD (3,2-4,2 ym), conforme apresentado na
Tabela 4. Esses resultados indicam que as condigées de processamento do
equipamento “a" geraram particulas com comportamento aerodinamico menos
favoravel a deposigdo pulmonar profunda,

A ED foi, de modo geral, adequada para todas as formulagdes, com valores
semelhantes entre si (67,1-88,1%), evidenciando bom esvaziamento do dispositivo
inalatorio independentemente da composicdo ou do equipamento empregado, Nao foi
possivel estabelecer uma correlagdo direta entre a presenga de L-leucina na
formulagao e os valores de ED, tampouco foram observadas diferengas sistematicas
na ED entre formulagbes equivalentes processadas nos diferentes equipamentos.
Entretanto, as formulagbes F3-a e F4-a, caracterizadas por maiores tecres de MTK
(17,25% e 15,65% p/p, respectivamente), apresentaram desempenho inferior, com
valores de ED inferiores a 70%, menores FPF (36-57%) e maiores MMAD. O perfil de
deposicao dessas formulagbes concentrou-se predominantemente nos estagios
iniciais do NGI (MAJIP ate o estagio 3), sugerindo maior coesao interparticular efou
menor eficiéncia de dispersdo do pé, consistentes com as microscopias obtidas para
estas duas formulagoes (Figura 14). Faramarzi e colaboradores (2015) observaram
pior desempenho aerodinamico, com maiores valores de MMAD e menores FPF,
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associado ao aumento de 10 vezes na concentracdo de MTK em formulagdes SD.
Esses resultados indicam que o aumento do teor de farmaco, quando combinado a
condigdes de processamento menos favoraveis, pode comprometer o desempenho
aerodinamico global das formulagdes DPI de MTK.

5.12. Dissolucao

Tanto a solubilidade como a dissolugdo sdo fatores importantes na
determinacao do tempo de residéncia do farmaco nos pulmbes (Eedara; Tucker, Das,
2019) e, consequentemente, na eficacia terapéulica desejada para o medicamento
inalatdrio formulado. A velocidade de dissclugdo depende tanto de propriedades
intfrinsecas do farmaco (como solubilidade, Log P) como de caracteristicas fisico-
quimicas da formulagado (cristalinidade, distribuicao granulométrica), sendo utilizada
como uma ferramenta importante para quiar as decistes de desenvolvimento e avaliar
diferengas entre lotes (Rohrschneider et al., 2015). No caso da avaliagdo de
formulagdes inalatérias, no entanto, fatores como o volume reduzido e a complexidade
da composicao do fluido pulmonar e agitagdo sao dificies de serem mimetizados e
dificultam a padronizagao de um meétodo para avaliagao (Velaga et al., 2018).

Considerando a solubilidade do MTK determinada no ensaio de solubilidade
em equilibrio no meio de dissolugdo FPS1 (0,205 mg/mL), o volume de meio
empregado (20 mL) e a quantidade de farmaco presente na amostra (20 mg da
formulagdo DPI equivalente a 1 mg de MTK), observa-se que o meio € capaz de
solubilizar cerca de 4 vezes a dose de MTK avaliada, atendendo a condigao sink e
assegurando que o processo de dissclugdo seja governado pelas caracteristicas da
formulagdo e ndo por limitagdes de solubilidade.

Os perfis de dissolugao do MTK puro e das formulagdes DPI sdo apresentados
na Figura 21.
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Figura 21. Perfis de dissclugao das formulagdes DPI de MTK em FPS pH 7.4,

Conforme observado na Figura 21, a dissolugdo do farmaco puro, como
fornecido pelo fabricante, foi muito baixa, como ja esperado para essa faixa de pH a
partir dos estudos prévios de solubllidade em equilibrio. Menos de 2% do farmaco
puro foi dissolvido apds 120 minutos de ensaio, Os valores reduzidos de dissolugdo
podem ser atribuidos a baixa molhabilidade do farmaco em fungao do seu carater
lipofilico (Okumu; DiMaso; Lébenberg, 2008)

Observa-se que a velocidade de dissolugao das formulagdes DPI aumentou
significativamente em comparagao ao MTK puro. Esse comportamento pode ser
atribuido ao processamento por SD, associado a presenca de ciclodexirina, fatores
que favorecem o aumento da dissolugao e da molhabilidade do farmaco. No entanto,
apesar dessa melhora em relacdo ao IFA, os valores de dissolugdo ainda se
mantiveram limitados, entre 12% e 19% apos 120 minutos de ensaio.

O tamanho de particulas e molhabilidade podem auxiliar a esclarecer as
diferengas na dissolugao in vitro observada entre as diferentes formulagoes,
Comparando-se as formulagbes de mesma composicao processadas em
equipamentos diferentes, &€ possivel verificar que as formulagoes F1-b e F2-b
apresentaram dissolugdes ligeiramente maiores comparada aos lestes F1-a e F2-a
(Figura 21). Essa diferenca pode estar associada ao menor tamanho das particulas e
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maior area superficial dos pds obtidos no equipamento "b", resultando em uma maior
velocidade de dissolugao. No entanto, a formulagao F5-b, mesmo com os menores
tamanhos de particulas, também apresentou os menores valores de dissolugao entre
as formulagoes, com resultado meédio de, aproximadamente, 122 pg (12%) em 120
minutos de ensaio. A maior concentragao de L-leucina, com baixa solubilidade aquosa
e maior grau de cristalinidade, depositada na superficie das particulas dessa
formulagao pode eslar relacionada com os menores valores de dissolugao obtidos.

Os resultados confirmam a validade da associagdo MTK:HPCD por SD para
aumento da dissolugdo do farmaco no FPS. O incremento da dissolugdo de férmacos
pouco soltiveis, como o MTK, é particularmente relevante, uma vez que o volume do
fluido de revestimento pulmonar € limitado e, portanto, sua dissolugdo lende ser lenta
e incompleta. Alem disso, o0 aumento da taxa de dissolugac pode contribuir para a
redugdo da irritagdo local ou da depuragdo por agdo de macrofagos alveolares ou
MCC. Entretanto, uma dissolugao excessivamente rapida pode favorecer a absorgao
sistémica, resultando em distribui¢do pulmonar ineficiente e menor tempo de retengado
no pulmao, Assim, no desenvolvimento de formulagies DPI destinadas ao tratamento
local de doengas pulmonares, como a asma, & essencial buscar um equilibrio entre o
aumento da dissolugdo e a absorcao sistémica, de modo a maximizar a dissolugdo do
farmaco sem comprometer sua retengao pulmonar (Huang et al, 2018).

5.13. Citotoxicidade

Com o objetivo de avaliar o potencial uso futuro das formulagdes Fi1-b e F2-b
no tratamento de infecgOes respiratonas, foi investigada a biocompatibilidade dessas
formulagées em células epiteliais brénquicas humanas (Calu-3) e em macréfagos
murinos Balb/C (J774A.1), em diferentes concentragoes (5 a 60 pM), apos 24 horas
de incubagdo, por meio do ensaio de redugdo do MTT (Figura 22). Adicionalmente,
avaliou-se a citotoxicidade dos componentes isolados das formulagdes, incluindo o
MTK livre (5 a 60 pyM), a HPBCD (125 a 500 uM) e a L-leucina (300 a 600 uM) (Figura
23).

Nao foram observados efeilos citotéxicos em células Calu-3 expostas as
formulagbes F1-b e F2-b em concentragoes de até 60 uM, com viabilidades celulares
de 95,49 + 3,35% e 100,41 £ 10,21%, respectivamente (p 2 0,05), quando comparadas
ao controle de veiculo (100,00 £ 5,21%) (Figura 22). De modo semelhante, o MTK
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livre ndo apresentou potencial citotdxico em células Calu-3 em concentragoes de até
60 UM (94,77 + 3,82%: p = 0,05) (Figura 23). A exposicao a HPBCD e a L-leucina
também nao resultou em efeitos citotoxicos em concentragbes de até 500 pM (85,81
+ 2,43%; p <0,0001) (Figura 23B) e 600 pM (91,20 £ 4,96%, p = 0,0074) (Figura 23C),
respectivamente. Esses resultados indicam que, mesmo nas maiores concentragoes
testadas, nem as formulagbes nem seus componentes individuais promoveram
redugao da viabilidade celular em Calu-3, estando em conformidade com a norma ISO
10993-5:2009, que classifica materiais com viabilidade celular superior a 70% como
nao citotdxicos {1ISO, 2009).

Em macréfagos JT74A.1, a exposicdo a formulagdo F1-b em concentragdes de
até 60 yM resultou em viabilidade celular de 75,95 + 8,57% (p < 0,0006), em
comparagao ao controle de veiculo (100,00 + 13,92%) (Figura 22), caracterizando
auséncia de citotoxicidade segundo os critérios da ISO 10993-5:2009 (ISO, 2009),
Entretanto, quando as células foram incubadas com a formulagao F2-b ou com MTK
livre na maior concenlragao avaliada (60 pM), observou-se redugdo da viabilidade
celular para valores inferiores ao limite de 70% (66,45 + 7,07% e 67,99 + 8,93%,
respectivamente; p < 0,0001) (Figura 22), indicando potencial efeito citotéxico nessas
condigoes. Esses achados sugerem que a linhagem J774A.1 apresenta maior
sensibilidade a exposigdo a concentragbes mais elevadas das formulagdes e do
farmaco livre,

Com base nesses resultados, a concentragao de 42 pM foi considerada segura
e adequada para a realizagdo de experimentos subsequentes com F1-b, F2-b e MTK
livre, uma vez que, nessa condigdo, as viabilidades celulares observadas foram de
103,70 £ 3.99%, 90,40 + 4,49% e 91,09 + 8,72%, respectivamente (p 2 0,05) (Figura
23). Para a HPBCD e a L-leucina, ndo foram detectados efeitos citotoxicos em
macrofagos J774A.1 em concentragdes de ate 500 uM e 600 uM, respeclivamente,
com viabilidades celulares de 89,73 ¢+ 10,13% e 86,70 + 10,06% (p 2 0,05). Esses
dados reforgam a seguranga desses componentes e sugerem que o efeito observado
em concentragdes mais elevadas estd associado predominantemente ao MTK. Os
resultados obtidos encontram respaldo na literatura. Patil-Gadhe e colaboradores
(2014), ao avaliarem a citotoxicidade de solugao aquosa de MTK em células A549
(adenocarcinoma pulmonar humano) pelo método de MTT, observaram relacdo
inversa entre concentracdo e viabilidade celular, com redugdo abaixo de 70% em
concentragoes do farmaco superiores a, aproximadamente, 50 yM e valor de ICso de
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70,85 £ 4,25 puM, Dimer e colaboradores (2020) evidenciaram que a suscetibilidade
pode variar com a linhagem celular avaliada e com a concentragao empregada. Ao
investigarem nanocapsulas contendo claritromicina para o tratamento de infecgoes
respiratdrias, os autores nao observaram citotoxicidade em células Calu-3 ou THP-1,
entretanto, identificaram redugao significativa da viabilidade em ceélulas AS548,
demonstrando que determinadas linhagens podem apresentar maior sensibilidade a
concentragbes mais elevadas. Com base nesses achados, foi selecionada a
concentragdo de 10 pg/mL como segura para a condugdo dos experimentos
subsequentes (Dimer et al,, 2020). De forma analoga, a adog¢do da concentragio de
42 uM para as formulacgoes F1-b e F2-b assegura sua biocompatibilidade e sequrancgs,
constituindo uma condi¢gao apropriada para investigacoes futuras com potencial

aplicagao dlinica.
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Figura 22. Determinacao do efeito citotdxico in vitro das formulacdes F1-b e F2-b em células Calu-3 (A
e B) e células J774A 1 (C e D) em concentraches de 5 a 60 yM. DMEM.20% SFB e DMEM.10% SFB
com 1% DMSO (veiculo) foram utilizades como controle negativo e DMSO puro fol utllizade como
controle posiive; n=6. Resultados sao expressos em média + desvio padrdo (DP). (* p<005;**p =
0.0074; ™ p < 0.0006; **** p < 0.0001).
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Figura 23. Determinacao in witro do efeito citotdxico de MTK, HPACD e L-sucina em células Calu-3 (A,
BeC)ecélulas JTT4A.1 (D, E e F)em varias concentractes. DMEM-20% SFB e DMEM-10% SFB com
1% DMSC (veiculo) foram utilizados como controle negativo, enguanto DMSO puro serviu como
controle positive; n=6. Resultados sao expressos em media + desvio padrao (DP). (* p<0.05;* p =
0.0074; *** p < 0.0006; **** p < 0.0001).
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5.14. Estabilidade

O conteudo de MKT nas formulagées DPI fol determinado apés 60 dias do
processo de fabricagdo e comparado com os resultados iniciais. Os valores sao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados de leor do MTK nas formutagées DP| apds 60 dias de armazenamento em
dessecador em temperatura ambiente (média £ DP. n=3).

Periodo ‘Formulagao
(dias) F1-a F2-a F1-b F2-b F5-b
0 9212 + 95,28 + 100,94 + 100,66 + 97,96 +
2,31 2,02 2,43 0,62 1.56
b 9443 2 93,44 ¢ 105,30 = 99,73 ¢ 98,34 =
0,58 1,08 3,84 1,26 0.93

Os dados apresentados na Tabela 5 indicam que, de modo geral, as
formulagtes de DPI contendo MTK mantiveram-se estaveis ao longe de 60 dias de
armazenamento em dessecador, sem evidéncia de perda significativa de teor.
Considerando que o MTK & reconhecidamente sensivel a degradagao, principalmente
oxidativa e fololitica, conforme descrito na literatura (Al Omari et al., 2007, Emerce;
Cok; Degim, 2015; Saravanan et al,, 2008; Smith; Rawls, Kunka, 2004, Tiwari et al,,
2018), a manuteng&o do teor ao longo de 60 dias sugere que a formulagdc em po
seco, associada a HPRCD, exerceu efeito protetor sobre o farmaco. Em comparacgdo
a sistemas inalatorios liquidos, os DPl sdao menos susceptiveis a degradacao
hidrolitica, a instabilidade quimica e incompatibilidades entre os componentes
(Brunaugh; Smyth, 2018; Gaikwad et al., 2023), aspeclos que sado particularmente
criticos para o MTK. O baixo teor de umidade obtido por meio do processc de SD
também minimiza os efeitos da via de degradagao hidrolitica (Abdel-Gawad et al.,
2020). Alem disso, a formagao de complexos de inclusao com CD € descrita como
estratégia eficaz para estabilizar farmacos susceptiveis a degrada¢do (Popielec,
Loftsson, 2017). Contudo, estudos adicionais sob condigoes aceleradas (temperatura
e umidade elevadas) e avaliagao de produtos de degradag¢ao sao necessarios para
uma caraclerizagao mais robusta do perfil de estabilidade do farmaco na formulagao.
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6 CONCLUSAO

O processo de SD permitiu a obteng&o de particulas com morfologia esférica,
tamanho adequado a administragdoe pulmonar e desempenho aerodinamico
compativel com sistemas DPI. Observou-se, entretanto, que o aumento da fragao de
MTK nas formulacdes constitui um fator limitante para o rendimento do processo, o
teor final do farmaco e a dispersibilidade dos pés, estando associado 8 maior coesao
entre particulas, A incorporacéo de excipientes funcionais, como HPBCD e L-leucina,
moslrou-se essencial para mitigar essas limitagoes, favorecer a estabilidade fisica e
melhorar o desempenho aerodinadmico das formulagdes. A associacdo do MTK com
HPBCD mostrou-se uma abordagem eficaz para superar a baixa solubilidade
intrinseca do MTK em fluido pulmonar e favorecer sua dissolugao em formulagoes
DPI.

Em conjunto, os resultados obtidos consolidam a associagao MTK:HPBCD
processada por SD como uma plataforma promissora para o desenvolvimento de
formulagdes inalaveis de MTK, com desempenho biofarmacéutico, aerodinamico e de
estabilidade compativeis com o tratamento local da asma, abrindo perspectivas para
avancos futuros na terapia inalatoria desse farmaco,

7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas, destacam-se a necessidade de estudos adicionais de
estabilidade durante o armazenamento e a aerossolizagdo, bem como a condugdo de
estudos in vivo para confirmar a seguranga, a eficacia pulmonar e o perfil
farmacocinético das formulagbes desenvolvidas. Esses avangos serdao fundamentais
para sustentar o progresso regulatorio e viabilizar a aplicagao clinica dessa estratégia

terapéutica.
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