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RESUMO
A hemostasia € definida como um processo fisioldgico que mantém o estado liquido e
circulante do sangue com indugcdo de um tampdo hemostético em caso de lesao
vascular. A perda da integridade deste sistema pode gerar diversos quadros
patolégicos, tais como os distarbios tromboéticos (ex: aterotrombose e
tromboembolismo venoso), que representam as causas mais frequentes de
morbidade e mortalidade mundial. A agregacéo plaquetaria é um dos principais
eventos envolvidos no processo de formagdo do trombo vascular. De modo
preocupante, 0s agentes antiagregantes plaquetarios disponiveis atualmente no
mercado exibem diversos efeitos indesejaveis a saude do paciente levando a
desisténcia do tratamento, o que refor¢ca a importancia do desenvolvimento de novas
formulacées administradas por vias alternativas. No presente trabalho, visando a
utilizacdo de microtecnologia, propomos o desenvolvimento de pds respiraveis
contendo acido acetilsalicilico associado a fucoidana produzidas por spray-drying para
administracdo pulmonar e sua caracterizagdo in vitro, in vivo e ex vivo. Foram
desenvolvidas trés formulacdes pulverulentas com diferentes adjuvantes de secagem
(hidroxipropilmetilcelulose, L-leucina e quitosana) utilizando o acido acetilsalicilico
como farmaco antiagregante plaquetario e a fucoidana, um polissacarideo natural
para direcionamento aos locais lesionados passiveis de desenvolverem disturbios
trombdéticos. As formulac6es foram inicialmente avaliadas quanto a parametros fisicos
e quimicos, com rendimentos do processo de secagem de cerca de 50% e tamanhos
de 1,4 a 2,6 um. A andlise morfologica evidenciou que as particulas exibiram
superficie levemente rugosa. Entretanto, os resultados de estabilidade ndo foram
satisfatorios para as formulagdes utilizando quitosana ou L-leucina, sendo selecionada
apenas a formulacdo com hidroxipropilmetilcelulose para 0s ensaios posteriores
(MP/F4AM). Com isso, foi possivel quantificar a fucoidana presente na formulacéo
MP/F4M comparavel ao polissacarideo livre e determinar o perfil de liberag&o in vitro
do acido acetilsalicilico utilizando p6é coeso em diferentes meios, com o patenteamento
do aparato desenvolvido, demonstrando uma liberacdo controlada quando comparada
ao farmaco livre. Além disso, foi, determinado transporte do tipo andémalo pela
modelagem matemética deste perfil de liberacdo. Adicionalmente, foi caracterizado o
perfil aerodindmico in vitro da formulacdo MP/F4M, detectando propriedades

aerodinamicas adequadas para administracdo pulmonar visando deposi¢cdo média a



profunda. Com relacdo ao perfil de lavabilidade em mucosa esofagica suina, a
formulacdo proposta apresentou propriedades mucoadesivas. Para 0s ensaios
antihemostaticos in vitro, foi evidenciada acdo antiagregante plaquetaria da
formulagcdo MP/FAM comparavel ao farmaco livre e para os ensaios in vivo, foi
observado que nao houve formacéo de trombose arterial apds inducéo, com reduzido
tempo de sangramento, sem alterar a estrutura dos 6rgaos na analise histopatolégica.
Com isso, foi desenvolvida uma formulagéo para secagem por aspersao baseada em
microparticulas  contendo  &cido  acetilsalicilico, fucoidana, L-lisina e
hidroxipropilmetilcelulose, denominada de MP/F4M e os resultados in vitro revelaram
potencial capacidade de administracdo por via pulmonar, devido a seus parametros
fisicos e quimicos, propriedades mucoadesivas e de liberacdo controlada, além dos
ensaios antihemostéticos/ antitrombaoticos in vitro e in vivo evidenciarem a possivel

utilizacao desta formulagéo para tratamento de quadros trombaticos.

Palavras-chave: antiagregantes plaquetarios, trombose, microparticulas, acido

acetilsalicilico, fucoidana, hidroxipropilmetilcelulose, administracéo pulmonar



ABSTRACT

Development and characterization of microparticles containing acetylsalicylic
acid associated with fucoidan produced via spray-drying for pulmonary

administration

Hemostasis is defined as a physiological process that maintain the current liquid state
of the blood and induce a hemostatic plug in case of vascular injury. Losing the integrity
of that system can lead to pathological conditions, such as thrombotic disorders (e.g.
atherothrombosis and venous thromboembolism), which represent the most frequent
cause of morbidity and mortality worldwide. Platelet aggregation is one of the main
events involved in the formation of a vascular thrombus. Unfortunately, the
commercially available antiplatelet agents exhibit a number of undesirable effects on
patient health resulting in treatment withdrawal, which reinforces the importance of
developing new formulations and administration alternatives. In the present study,
aiming to use microtechnology, we propose the development of inhalable powders
containing acetylsalicylic acid (as antiplatelet drug) associated with fucoidan (a natural
polysaccharide to target injured sites that may develop thrombotic disorders) produced
by spray-drying for pulmonary administration and in vitro, in vivo and ex vivo
characterization. Three powdery formulations with  different  adjuvants
(hydroxypropylmethylcellulose, L-leucine and chitosan) were prepared and these
formulations were initially evaluated for physicochemical parameters, with drying
process yields of about 50%, microparticles sizes ranged from 1.4 to 2.6 um and
morphological analysis showing that all formulations exhibited a slightly rough surface.
However, stability of acetylsalicylic acid was not satisfactory for formulations using
chitosan or L-leucine, only the hydroxypropylmethylcellulose (MP/F4M) formulation
was selected for the subsequent assays Thereby, it was possible to quantify the
fucoidan present in the MP/F4AM formulation, determine acetylsalicylic acid in vitro
dissolution profile using cohesive powder in different media demonstrating a controlled
release when compared to free drug, with patent deposit for the developed method
and apparatus. In addition, a mathematical modeling determined anomalous transport
for this dissolution profile. Additionally, in vitro aerodynamic profile of MP/FAM
formulation was characterized, demonstrating suitable aerodynamics property for

medium to deep deposition in the lungs after pulmonary administration. Regarding the



in vitro washability profile in porcine esophageal mucosa, the proposed formulation
presented mucoadhesive properties. For in vitro antihemostatic assays, antiplatelet
profile of MP/F4AM was comparable to free drug and for in vivo assays it wat not
detected arterial thrombosis after induction, with reduced bleeding time and no
changes in the organs structure of these animals was observed. Therefore, spray dried
microparticles containing acetylsalicylic acid, fucoidan, L-lysine and hydroxypropyl
methylcellulose (MP/FAM) was developed. The in vitro results revealed potential
pulmonary administration due to its physicochemical parameters, mucoadhesive
properties and controlled release, as well as in vitro and in vivo antihemostatic
/antithrombotic assays showing possible use for this formulation to treat thrombotic

conditions.

Keywords: platelet antiaggregants, thrombosis, microparticles, acetylsalicylic acid,

fucoidan, hydroxypropyl methylcellulose, pulmonary administration
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1 INTRODUCAO

A hemostasia € definida como um processo fisiolégico de manutencédo do
estado liquido e circulante do sangue, com a inducao de um tampao hemostatico em
caso de lesédo vascular para prevenir a perda de sangue, mantendo a perfusao e
estimulando os processos de reparo locais (OAKLEY & LARJAVA, 2012; PIERDONA
et al., 2014b; YANG, JIMENEZ & JABORI, 2014). Esse processo é dependente do
endotélio vascular, da agregacao plaquetaria e dos fatores de coagulacdo, podendo,
assim, ser dividido em quatro etapas: vasoconstricdo reflexa, hemostasia primaria,
hemostasia secundaria e fibrindlise (BONHOMME & FONTANA, 2015; VERSTEEG et
al., 2013).

O controle desses sistemas é desempenhado por processos hemostéticos que,
em casos de desequilibrio, podem desencadear, por exemplo, estados de hipo- ou
hipercoagulabilidade. Esses estados podem gerar quadros fisiopatoldgicos severos,
como os distarbios tromboembdlicos, entre esses, destacam-se a aterotrombose e o
tromboembolismo venoso (GALANAUD, LAROCHE & RIGHINI, 2013; ROGERS et al.,
2014). Essas doencas sdo causadas respectivamente por quadros de trombose
arterial, onde a agregacdo plaquetaria desempenha um papel fundamental e de
trombose venosa, caracterizada pela ativagdo da cascata de coagulacéo
(MANNHALTER, 2014; TURPIE & ESMON, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), esses quadros patolégicos
fazem parte do grupo das doencas cardiovasculares que sdo a maior causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Em 2011, estimou-se que 17,3 milhdes
de pessoas tenham morrido por estas causas, representando cerca de 30% do total
de mortes mundialmente, tendo como previsao para 2030, um total de 23,6 milhdes
de Obitos (MAVRAKANAS & BOUNAMEAUX, 2011; YUSUF & MCKEE, 2014). No
Brasil, as dificuldades para a obtencdo de um dado correto sobre os gastos e 6bitos
ocasionados por esses disturbios, em especial para os quadros relacionados as
tromboses arteriais, como o acidente vascular cerebral (AVC) demonstram a falta de
regulamentacdo federal para a notificagdo de casos. Os gastos com tratamento
ultrapassam os R$270 milhdes e mantém o pais entre os dez primeiros com 0s
maiores indices de mortalidade devido a complica¢gGes trombdticas (ABRAMCZUK &
VILLELA, 2009). Nesse contexto, verifica-se uma crescente busca de novas terapias
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de menor risco e maior eficiéncia (BARON, KAMATH, MCBANE, 2014; CHAPMAN &
YUEN, 2014).

A utilizagdo de novas tecnologias, em especial das técnicas de
microencapsulacdo vem apresentando-se como estratégia alternativa eficaz para
superar as limitacdes dos tratamentos convencionais, como a técnica de secagem por
aspersao e formacdo de um po para administracdo por via pulmonar, com alguns
estudos relatando eficiente microencapsulagcdo de farmacos antitromboticos
(ARANAZ et al., 2017; JIAO et al., 2002; JUENET et al., 2018; KISHIMOTO et al.,
2012; TANG et al., 2012).

Um exemplo classico de farmaco antitrombético € o 4cido acetilsalicilico (AAS),
ainda muito utilizado na clinica médica no tratamento e prevencdo de eventos
tromboticos primarios ou secundarios, visto sua comprovada eficacia e estudos a
longo prazo sobre toxicidade e seguranca (ALTMAN et al., 2004; ALTMAN, RIVAS,
GONZALEZ, 2012; ANGIOLILLO & FERREIRO, 2013; CASADO-ARROYO,
SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, VANWORMER, REZKALLA, 2014). Seu
mecanismo de agdo baseia-se na inibigdo irreversivel da ciclooxigenase-1 (COX-1),
impedindo a formacao de acido araquiddnico, que € um indutor plaquetério (LEI et al.,
2014). Contudo, os problemas inerentes ao uso crbnico deste farmaco sdo bem
descritos e estdo associados ao risco aumentado de complicacdes gastrointestinais,
como Ulceras e sangramentos que levam a desisténcia do tratamento (ANGIOLILLO,
2013; CHOI & KIM, 2013; KUNADIAN, 2013 e EL-HAYEK, 2014).

Com isso, uma das alternativas para essa problematica pode ser a
administracdo pulmonar, visto que, além da diminuicdo do efeito de primeira
passagem, levando a uma maior biodisponibilidade do farmaco, ha a inibicdo das
plaguetas em seu local de biogénese (no pulméo, como exposto por LEFRANCAIS et
al. 2017).

Nesse contexto, a fucoidana, um polissacarideo sulfatado com seletividade
para P-selectina (expressa em locais altamente trombogénicos, como endotélios
lesionados e/ou plaquetas ativadas) (BACHELET et al., 2009; BARBAUX et al., 2010;
BORSIG et al., 2011; CUMASHI et al., 2007; ROUZET et al., 2011) evidencia-se como
um possivel promotor de direcionamento especifico para farmacos antitrombaéticos

como o AAS, tornando essa terapia conjunta bastante atraente.
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JUSTIFICATIVA

A administracao pulmonar de po inalavel baseado em microparticulas contendo
AAS associado a fucoidana tem como finalidade o seu direcionamento para locais
com leséo endotelial favoraveis ao desenvolvimento de quadros tromboticos, e assim,
reduzir a dose de farmaco administrado, além de evitar os efeitos adversos

gastrointestinais decorrentes da sua administracao oral.

HIPOTESE

A administracdo pulmonar de p6 inalavel baseado em microparticulas de AAS
associado a fucoidana apresentara atividade antiagregante plaquetaria sem
interferéncia nos mecanismos de coagulacao sanguinea, com diminuicdo de efeitos
hemorragicos e eficaz direcionamento para locais com alta expressao de p-selectina

em uma dose menor do que descrita na literatura para a via oral.
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2 OBJETIVOS







2 OBJETIVO GERAL
Desenvolver e caracterizar, in vitro, in vivo e ex vivo, um sistema carreador

contendo &cido acetilsalicilico associado a fucoidana para tratamento e/ ou prevencao

de quadros trombdticos primarios ou secundarios.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver e produzir uma formulacdo farmacéutica baseada em
microparticulas contendo acido acetilsalicilico associado a fucoidana;

- Caracterizar as propriedades fisico-quimicas da formulacdo desenvolvida

atraves da (0):

o Determinacéo do diametro médio e distribuicdo granulométrica;
o Andlise morfolégica;
o Determinagédo do teor de farmaco e estabilidade;

- Quantificar a fucoidana presente na formulacao;

- Determinar o perfil de liberacéo in vitro do acido acetilsalicilico a partir da
formulacdo desenvolvida utilizando capsulas de gelatina dura ou p6 coeso;

- Avaliar o desempenho aerodinamico in vitro;

- Determinar as propriedades mucoadesivas (lavabilidade; trabalho de
mucoadeséo e adsor¢cado de mucina) e permeacao/ penetracao in vitro;

- Caracterizar o perfil antihemostatico in vitro e ex vivo;

- Avaliar o perfil antitrombdtico in vivo;

- Avaliar o potencial hemorrégico in vivo;

- Avaliar a integridade de diversos 6rgdos apés os diferentes ensaios in vivo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SISTEMAS MICROPARTICULADOS

As microparticulas sédo sistemas micrométricos (1 a 1000 um) que apresentam
uma barreira funcional, distinguivel ou néo, entre o ndcleo e a matriz polimérica. Seus
mecanismos de liberacdo de farmacos podem ser de dissolugéo, erosédo ou difusao,
levando em consideragao propriedades como coeficiente de solubilidade e de difusé&o
do farmaco, assim como caracteristicas morfolégicas das particulas (BAKRY, A. M. et
al., 2015; CALVO et al., 2011; GHARSALLAOUI et al., 2007; VEHRING, 2008).

Além disso, podem ser divididas em duas grandes classes: microcapsulas de
ndcleo unico ou multiplos nucleos e microesferas (onde a substancia ativa esta
integrada a matriz do material estruturante) (DUBEY, 2009; MA, 2014).

Segundo Vert e colaboradores (2012) e de acordo com as regras IUPAC (do
inglés International Union of Pure and Applied Chemistry), as microcapsulas sao
definidas por apresentarem uma parede sélida (membrana ou revestimento) em torno
de um ou mais nucleo(s). Ja& as microesferas, ndo possuem membranas ou parede
exterior distinguivel (Figura 1) (VERT et al., 2012).
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de nucleo Unico  multiplos nucleos

Figura 1 — Figura esquematica de microcapsulas e microesfera. As microcapsulas
apresentam parede sélida, demonstrada pelos circulos pretos em torno de um ou mais
ndcleo(s) — na figura em branco. As microesferas ndo apresentam membrana ou
parede exterior distinguivel, demonstrado por circulos de diferentes cores,
simbolizando diferentes constituintes.

Fonte: SAITO et al., 2018.

A microencapsulacdo tem atraido inUmeras pesquisas na area farmacéutica,
como por exemplo, obtencdo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos,
encapsulacéo de farmacos hidrofébicos, diminuigdo de efeitos adversos, melhoria de
estabilidade, diminuicdo da dose administrada e periodo entre administracdes, além
de formula¢des modificadas com a finalidade de interagir com o sitio alvo (ALVAREZ
DORTA DIMITRI et al., 2017; BAKRY, A. M. et al., 2015; BEN AMARA et al., 2017;
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FANGMANN et al., 2018; JIMENEZ-MARTIN et al., 2015; KAJIMOTO KAZUAKI et al.,
2018; Ll etal., 2015; MOORANIAN et al., 2015; TIANI et al., 2018; TRINH et al., 2015).

Diversos métodos sdo descritos na literatura para o desenvolvimento de
microparticulas, os quais séo divididos em duas classes: métodos fisicos e métodos
quimicos (DUBEY, 2009; MA, 2014), os quais compreendem polimerizacdo por
emulsdo (GRIGORAS, 2017); polimerizagdo por suspensdo (WANG et al., 2017,
YATAGANBABA, OZKAHRAMAN, KURTBAS, 2017); dispersédo (DE MATOS-JR et
al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; REN et al., 2017); coacervacao (DAS, BANERJEE,
BELLARE, 2005; GJOSEVA et al., 2018; HUANG et al., 2017; RUTZ et al., 2017);
deposicdo camada por camada (CHAI et al., 2017; CHENG et al., 2017; FRINDY et
al., 2017; MENG et al., 2017); fluido supercritico (ADAMI et al., 2017; ADAMI,
SCOGNAMIGLIO, REVERCHON, 2018; BADENS et al., 2017; CAMPARDELLI &
REVERCHON, 2017; CRICCHIO et al.,, 2017) e secagem por aspersao (BECK-
BROICHSITTER et al.,, 2017; COLLADO et al.,, 2017; DAVIS, 2017; GARCIA-
CONTRERAS et al.,, 2017; HARSHA et al., 2017; NI et al., 2017). E importante
ressaltar que a escolha do método precisa levar em conta o polimero de escolha, a
via de administracdo, os efeitos desejados e a duracéo do tratamento (BAKRY, A. M.
et al., 2015; DUBEY, 2009).

Em relacdo aos polimeros, destacam-se o0s polimeros sintéticos
biodegradaveis, como poli(acido latico); poli(acido latico-co-acido glicélico); poli(acido
latico-co-acido glicdlico)-b-polietilenoglicol e poli(€-caprolactona) (HUSSAIN et al.,
2017; KIM et al., 2017; RHODES et al., 2017; TANETSUGU et al., 2017; VAN BEERS
et al., 2017); os polimeros derivados de metacrilato de metila e acido acrilico, como
EUDRAGIT® FS 30D; RS100; RL100; L100 e E100 (CARTAGENA et al., 2017;
FAROOQ et al., 2017; HALES et al., 2017; MOMOH et al., 2017; SHAH et al., 2017;
THAKRAL et al., 2013; TIAN et al., 2018); os polimeros naturais, como a quitosana,
fucoidana e dextrana (CHAOUAT et al., 2017; CHEN et al., 2017, 2018; Ll et al., 2017;
NI et al., 2017; ROY & NAYAK, 2017; YANG et al., 2017; GJOSEVA et al., 2018;
JUENET et al.,, 2018; JUNKINS et al.,, 2018) e os derivados de celulose como
tributirato  de  celulose; acetobutirato de  celulose, etilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose (BHUIYAN et al., 2017; DUFRESNE, 2017; NATTERODT et
al., 2017; TAO et al., 2017; ZATTA et al., 2018).
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3.1.1 Secagem por aspersao

Dentre os métodos citados, a secagem por aspersao € muito utilizada devido
sua relativa rapidez, visto que geralmente € realizada em uma etapa, seu baixo custo
e capacidade de ser transponivel para escala industrial, sendo uma das técnicas mais
utilizada para obtencéao de microparticulas (CAL & SOLLOHUB, 2010; SOLLOHUB &
CAL, 2010).

A secagem por aspersao pode ser dividida em trés etapas: (1) diviséo do liquido
de alimentacdo em goticulas; (2) contato liquido-ar aquecido e consequente
evaporacao do solvente e (3) separacao solido-ar. As etapas e condicBes em que sdo
preparadas, assim como 0s constituintes da formulacédo precisam ser levados em
consideragdo para obtengdo eficaz de um produto final com alto rendimento e
propriedades fisico-quimicas e morfolégicas desejadas (CAL & SOLLOHUB, 2010;
SOLLOHUB & CAL, 2010).

A atomizacdo consiste na divisdo do liquido em goticulas do fluido de
alimentacao por meio de um fluxo de ar aquecido. Entdo, ha uma troca de calor entre
as goticulas atomizadas e o ar, evaporando o solvente em segundos. Logo apés,
ocorre a separacao das particulas solidas do ar, possibilitando a coleta do p6 formado
(CAL & SOLLOHUB, 2010; SOLLOHUB & CAL, 2010; VEHRING, 2008) (Figura 2).

Nos estudos utilizando polimeros sintéticos biodegradaveis e secagem por
aspersdo, Karaszewska e colaboradores (2017) empregaram esta técnica para
encapsular o triclosan em microparticulas, as quais apresentaram eficiente atividade
antibacteriana (KARASZEWSKA AGNIESZKA et al., 2017). Por sua vez, Zernov e
colaboradores (2017) desenvolveram uma particula onde foi possivel obter uma
liberag&o controlada do paclitaxel (ZERNOV et al., 2017). Finalmente, Nieto-Orellana
e colaboradores (2018) desenvolveram complexos com proteinas nao-covalentes
para liberacdo pulmonar utilizando a lisozima como farmaco modelo (NIETO-
ORELLANA et al., 2018).

Considerando os polimeros derivados de metacrilato de metila e acido acrilico,
Shah e colaboradores (2017) utlizaram microparticulas de glutationa e
nitrosoglutationa com Eudragit® FS 30D para tratamento da doenca de Crohn (SHAH
et al., 2017); Varshozas (2016) utilizou repaglinida e Eudragit® E100 com o intuito de
aumentar a estabilidade e solubilidade deste farmaco (VARSHOSAZ et al., 2017) e
Amelian e colaboradores (2017) utilizaram cetirizina e Eudragit® E 100 para mascarar

45



0 gosto deste farmaco anti-histaminico (AMELIAN et al., 2017). Finalmente,
Deshmukh, Mujumdar e Naik determinaram as propriedades de uma formulacéo
contendo aceclofenaco e Eudragit® RS-100, caracterizando-a quanto ao tamanho de
particula, morfologia, eficiéncia de encapsulacdo e liberagéo in vitro, com resultados
promissores para liberacdo prolongada e tratamento cronico de desordens

musculares (DESHMUKH, MUJUMDAR, NAIK, 2018).

Bico atomizador
Ar comprimido ==

/\/\/\/\/\/I
E — Aspirador
Ar aquecudo ) «
1. Atomizacao T v

Solucdo ou suspensao

Camara de secagem

2. Contato liquido-ar aquecido /

3. Separacgao das
particulas solidas &
do ar

Ciclone
Filtro exterior

Produto seco

Figura 2 — Esquema da técnica de secagem por aspersdo, demonstrando: 1.
Atomizacéo; 2. Contato liquido vapor aquecido e 3. Separacédo das particulas solidas
do vapor e posterior coleta do produto seco.
Fonte: Modificada de Burki, Arpagaus e Betz, 2011.

Para polimeros naturais, diversos estudos envolvendo a secagem por aspersao
e quitosana sao relatados. Collado e colaboradores (2017) encapsularam esteroides
em uma matriz polimérica de quitosana (COLLADO et al., 2017); Aranaz e
colaboradores (2017) desenvolveram microparticulas de quitosana contendo um
antidepressivo (venlafaxina), obtendo um perfil de liberacdo do tipo andmalo com
liberacdo sustentada (ARANAZ et al., 2017) e Silva e colaboradores (2018) utilizaram-
se da técnica para encapsular ibuprofeno e nanocompdsitos de magnetita revestidos
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com ouro em pos de quitosana para tratamento de cancer de pulméo, resultando em
uma rapida liberacdo em pH 6,8 (pH tumoral), evidenciando internalizacdo desta
formulac&o nas células tumorais através de suas caracteristicas fluorescentes (SILVA
et al.,, 2017). De forma interessante, Singh e colaboradores (2017) encapsularam
bactérias probidticas com auxilio de microparticulas de quitosana e
carboximetilcelulose (SINGH et al., 2017). Por sua vez, Ni e colaboradores (2017)
desenvolveram um modelo de microparticulas de quitosana para a via pulmonar capaz
de encapsular farmacos hidrofébicos (NI et al., 2017).

Em estudo recente, Zatta e colaboradores (2018) obtiveram microparticulas de
5-fluorouracil, sulfato de condroitina e hidroxipropilmetilcelulose (Methocel™ F4M),
levando em conta parametros aerodinamicos tedricos, porcentagem de particulas
respiraveis, propriedades mucoadesivas e efeito citotoxico em cultura de células de
melanoma com resultados promissores para a administracdo pulmonar dessa
formulacdo (ZATTA et al., 2018).

Por fim, alguns trabalhos relatam a utilizagdo de fucoidana, como Khalufu e
colaboradores (2017), que demonstraram atividade antioxidante in vitro de
formulacbes contendo esse polissacarideo (KHALAFU et al., 2017) e Lee e
colaboradores (2015) que concluiram que a fucoidana por via oral preveniu a
progressdo de osteoartrite in vivo utilizando ratos (LEE et al., 2015). De forma
resumida, diversos trabalhos utilizaram formula¢des contendo fucoidana extraida de
diferentes espécies de algas marrons, as quais apresentaram atividade
anticoagulante, antiagregante plaquetaria, antitumoral e anti-inflamatoria in vitro e in
vivo, por via oral (CHURCH et al., 1989; BILAN et al., 2006; CUMASHI et al., 2007;
BACHELET et al., 2009; MURAKAMI et al., 2010; ALE, MIKKELSEN & MEYER,
2011a; FITTON, 2011; HUANG & LAM, 2011; MANNE et al., 2013a; HUANG et al.,
2014).

3.1.2 Via pulmonar

A via pulmonar vem sendo explorada recentemente devido suas caracteristicas
Unicas, principalmente para tratamento de doencas das vias aéreas e infec¢des locais
e mais recentemente para doencas sistémicas (KAUR et al., 2016; LIANG et al., 2015;
MORALES et al., 2015; MURUGAPPAN et al., 2015; PARIKH, PATEL, DALWADI,
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2014; ROBBE et al., 2015; RUIGROK, FRIJLINK, HINRICHS, 2016; THWALA,
PREAT, CSABA, 2017; YAPA et al., 2014).

Quando comparada as vias mais convencionais, como a via oral e intravenosa,
algumas vantagens desta via podem ser citadas: grande vascularizacao tecidual (5
L/min), grande area superficial alveolar (aproximadamente 100 m2), auséncia do efeito
de primeira passagem, fina barreira epitelial (50 - 60 um na traqueia e diminui até
aproximadamente 0,2 pm no alvéolo), maior permeabilidade para macromoléculas,
maior biodisponibilidade dos farmacos, facilidade de aceitacdo do paciente ao
tratamento devido a diminuicao de efeitos colaterais, possibilidade de diminuicdo das
doses em tratamentos prolongados e possibilidade de atividade local ou sistémica
(DAEAR, LAI, PRENNER, 2018; GILL et al.,, 2007; MINZ & PANDEY, 2018;
MORALES-BURGOS et al., 2018; MORCOL et al., 2018; NAZAR, 2018; PARANJPE
& MULLER-GOYMANN, 2014; PFUTZNER, MANN, STEINER, 2002; SMOLA &
VANDAMME; SOKOLOWSKI, 2008; TRAPANI et al., 2013; YILDIZ-PEKOZ & OZSOY,
2017; ZATTA et al., 2018).

Embora promissora, a via pulmonar apresenta algumas desvantagens, como a
necessidade de desenvolver formulacfes mais complexas, utilizacdo de dispositivos
(inaladores), clearence mucociliar por macrofagos e dependéncia de fatores
intrinsecos individuais (respiracdo, estado de saude e bifurcacdes pulmonares)
(DAEAR, LAI, PRENNER, 2018; MINZ & PANDEY, 2018; PARANJPE & MULLER-
GOYMANN, 2014; SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; YILDIZ-PEKOZ &
0ZSOY, 2017; ZATTA et al., 2018) (Figura 3).

Para tratamento local, diversas doencas sdo alvos da administracdo de
farmacos pela via pulmonar, como asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), fibrose cistica, cancer de pulméao, pneumonia e hipertensao pulmonar (AW-
YONG et al., 2018; BODAS et al., 2018; DILNAWAZ & SAHOO, 2018; FERNANDEZ
FERNANDEZ et al., 2018; GIVENS, GEARY, SALEM, 2018; LE HIRESS et al., 2018;
SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; VIJ, 2017; VIJ et al., 2016).

Por sua vez, em relacdo a utilizacdo da via pulmonar para atuacdo em quadros
patolégicos sistémicos, observa-se como grande exemplo o tratamento de diabetes
com a administracdo de insulina utilizando a tecnosfera de insulina (Afrezza®). Além
da insulina, outros estudos com vacinas, proteinas e peptideos revelam-se
promissores (PFUTZNER et al.,, 2002; BALDUCCI et al., 2014; PARANJPE &
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MULLER-GOYMANN, 2014; FROMEN et al., 2015; RUSO et al., 2015; RUIGROK et

al., 2016; GRIGORAS, 2017; MOMOH et al., 2017; WALTERS et al., 2017; MORGOL
et al., 2018; NAZAR, 2018).
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Figura 3 — Vias de administracdo e principais vantagens (verde) e desvantagens

(vermelho).
Fonte: Modificada de ZELIKIN et al., 2016.
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Os dispositivos para administracdo de farmacos pela via pulmonar podem ser
divididos em trés categorias: nebulizadores, inaladores de dose-medida pressurizados
(MDI) e inaladores de p6 seco (DPI), cada um com suas particularidades, conforme
demonstrado na Figura 4.

Os nebulizadores sédo os dispositivos mais antigos disponiveis no mercado,
embora com diversas desvantagens, como: eficiéncia reduzida, variagdo na dose,
repetibilidade e reprodutibilidade comprometida e demora para inicio de efeito. Além
disso, precisam de limpeza constante e ndo sao portateis (BREUER et al., 2015;
HASSAN et al., 2017; PRESS et al., 2017; PRIETO, RUCKER, PAYNE, 2018).
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Figura 4 — Tipos de inaladores, sugestdes de uso e particularidades.
Fonte: SILVA et al., 2018 (www.gresp.pt).

Ja os inaladores MDI foram desenvolvidos para tratamentos mais agudos,
principalmente em crises asmaticas, tornando o tratamento portatil. No entanto, a
maioria destes dispositivos era produzida com gases do tipo cloro flaor carbono (CFC),
reconhecidos agressores do meio ambiente, sendo lentamente substituidos por
hidrofluoralcanos. Ainda, necessitam de uma coordenacédo do paciente em iniciar a
inspiracdo e acionar o inalador, tornando-se dificil para utilizacdo em criancas ou
pacientas com dificuldades motoras. Com isso, muitas vezes sSd0 necessarias
repetidas doses para atingir a dose terapéutica e entao, doses variaveis de farmaco
podem permanecer na boca e na regido orofaringea, levando a perdas consideraveis
do farmaco (ACEVEDO et al., 2016; AGGARWAL, KUMARI, GROVER, 2016; DEROM
et al., 2015; JONES et al., 2015; PEREZ et al., 2016; PUNEKAR et al.,, 2015;
VANDERWAGEN & SMITH, 2017).

Devido as problematicas acima citadas, os DPI foram desenvolvidos como um
sistema inalatorio mais simples, portéatil, sem uso de propelentes e utilizando pos
secos para inalacdo. Como utilizam os pos secos dispersos em um aerossol no fluxo
de ar, necessitam de menor coordenacéo do paciente com o dispositivo e inalacéo
gquando comparados aos MDIs. Consequentemente, ha uma maior aceitacdo dos
pacientes, maior versatilidade no uso, melhor distribuicdo pulmonar e menor perda de
farmaco quando comparado aos MDI (ALSOMALI et al., 2017; CONOLE & KEATING,
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2014; DAL NEGRO, 2015; GRANT et al., 2015; HOPPENTOCHT et al., 2014; MEHTA,
2016; SINGH et al., 2015; SULAIMAN et al., 2017; TONG et al., 2015).

A producao e a utilizacdo de DPIs dependem de trés fatores interligados: (1)
propriedades fisico-quimicas do farmaco e dos constituintes da formulagdo, como
tamanho e distribuicdo das particulas, forma e caracteristicas da superficie, fluxo do
p6 e viscosidade; (2) desempenho aerodinamico, quantidade de particulas finas
presentes e propriedades do aerossol formado apds liberagdo do atuador e (3) correta
utilizacdo do dispositivo, posicionamento das capsulas e fluxo respiratorio do paciente
(inspiracdo e expiracao corretas na utilizacdo, assim como a apneia para deposi¢ao
do p6 em camadas mais profundas do pulméao) (DAL NEGRO, 2015; HOPPENTOCHT
et al., 2014; SULAIMAN et al., 2017).

Além da distribuicao de tamanho, forma, carga, densidade, higroscopicidade e
diametro de particula, o tamanho de particula tem um papel fundamental no
desenvolvimento de um pé para administracdo pulmonar, devido a peculiaridades da
via respiratoria, clearence pulmonar e finalidade (acdo local ou sistémica) (DAVIS,
2017; DHAND et al., 2014; GILL et al., 2007; LIANG et al., 2015; MORALES et al.,
2017; PARANJPE & MULLER-GOYMANN, 2014; PITTAS, WESTCOTT, BALK, 2015;
SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; THWALA, PREAT, CSABA, 2017;
YAPA et al., 2014; ZELIKIN, EHRHARDT, HEALY, 2016).

Existem trés mecanismos que governam o comportamento destes pos apos
inalagdo: (1) impactacdo inercial, atuando sobre particulas de 3 a 9 pum,
majoritariamente na via orofaringea (esdfago, traqueia e brénquios); (2) sedimentacao
gravitacional, onde particulas de 1 a 5 um sofrem acédo da gravidade e podem atingir
camadas mais profundas do pulmao, como bronquiolos e alvéolos e (3) difusédo
browniana, governada pelo movimento aleatério das particulas como consequéncia
dos choques entre as moléculas ou atomos presentes no fluido, geralmente associada
aos alvéolos (SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; RUGE, KIRCH, LEHR,
2013; DHAND et al., 2014; ZELIKIN, EHRHARDT, HEALY, 2016; MORALES et al.,
2017; SULAIMAN et al., 2017).

A literatura descreve os tamanhos de particulas adequados para a via pulmonar
como de 1 a 5 um, sendo que abaixo de 1 um, a difusdo browniana pode atuar e as
particulas serem exaladas na expiracdo, assim como particulas maiores de 5 um

podem sofrer deposicao na regido orofaringea e/ou serem engolidas/expelidas. Além
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disso, pode ocorrer o clearence mucociliar ou macrofagico nos alvéolos, interacdes
guimicas com os pneumdcitos, endocitose ou inativacao do farmaco pelas proteinas
presentes no surfactante e/ou muco pulmonar (SMOLA, VANDAMME,
SOKOLOWSKI, 2008; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013; DHAND et al., 2014; ZELIKIN,
EHRHARDT, HEALY, 2016; MORALES et al., 2017; SULAIMAN et al., 2017) (Figura
5).

Considerando a utilizacdo de adjuvantes na formacdo de microparticulas seja
para melhorar solubilidade, fluxo dos p6s ou como promotores de liberacdo
controlada, as propriedades destes tornam-se extremamente importantes, visto que,
diferentes farmacos podem interagir de forma dispar com esses elementos e,
consequentemente, ocasionar o desenvolvimento de p6s com caracteristicas distintas
(AMELIAN et al., 2017; CAL & SOLLOHUB, 2010; HARSHA et al., 2017; KAUR et al.,
2016; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013; SOLLOHUB & CAL, 2010; VARSHOSAZ et al.,
2017). Diversos adjuvantes sdo descritos na literatura, tendo como grandes exemplos
a leucina, o hidroxipropilmetilcelulose e a quitosana.

Lucas e colaboradores (1999) e Najafabadi e colaboradores (2004)
descreveram a capacidade da leucina pura seca por aspersdo em formar particulas
ocas de baixa densidade capaz de encapsular farmacos como estradiol, proteinas e
imunoglobulinas (LI et al., 2003; NAGARAJAN et al., 2006; NAJAFABADI et al., 2004
VEHRING, 2008; WONG et al., 2007).

Diversos trabalhos utilizaram hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e também o
acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS) como adjuvantes devido as
suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de
formar uma matriz polimérica de liberacdo controlada do farmaco (AL-TABAKHA,
2010; CONTI et al., 2007; ISHIKAWA et al., 2000; SIEPMANN et al., 1999; ZATTA et
al., 2018). Ainda, Davis e Walker (2017) descreveram melhora da biodisponibilidade
de farmacos pouco soluveis utilizando esse adjuvante (DAVIS, 2017).

Finalmente, a quitosana € um polimero natural, catibnico e promotor de
liberacdo prolongada e bioadesdo muito utilizado para encapsular proteinas,
vitaminas, anti-inflamatdrios e produtos naturais (AGNIHOTRI et al., 2004; DAVIS e
ILLUM, 1999; DESAI e PARK, 2005a, 2005b, 2005c; GIUNCHEDI et al., 1998;
HUANG et al., 2003a, 2003b; MASOTTI and ORTAGGI, 2009; RE, 2006; VARGAS et
al., 2009).
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Figura 5 — Mecanismos governantes atuando sobre o p6 apos utilizacdo de um DPI
para via pulmonar, desde a regido orofaringea até a regido alveolar e capilares.
Fonte: Modificado de RUGE et al., 2013; DHAND et al., 2014 e ZELIKIN et al., 2016.

3.2 HEMOSTASIA

A hemostasia é definida como um processo fisiolégico de manutencdo do
estado liquido e circulante do sangue, com a indu¢ao de um tampao hemostatico em
caso de lesdo vascular para prevenir a perda de sangue, mantendo a perfusao local
e estimulando os processos de reparo locais (BAKER & BRASSARD, 2011; OAKLEY
& LARJAVA, 2012; PIERDONA et al., 2014).

Esse processo pode ser dividido em vasoconstricdo, hemostasia primaria,
hemostasia secundaria e fibrindlise (Figura 6) (BAKER; BRASSARD, 2011; OAKLEY
& LARJAVA, 2012; VERSTEEG et al., 2013).

Na ocorréncia de uma lesao, inicia-se o processo de vasoconstricdo local que
diminui o fluxo sanguineo, permitindo o maior contato das plaquetas ao colageno e a
P-selectina expostas pela matriz extracelular, proporcionando assim, a sua adesao a
esta superficie e em seguida o processo de ativacdo (AUSTIN, 2013; BUGA-CORBU
& ARION, 2014).
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Figura 6 — Principais etapas da hemostasia.
Fonte: SAITO et al., 2018

A hemostasia primaria é caracterizada pela resposta inicial das plaguetas a
lesdo vascular, que resulta na adeséo e ativacdo plaquetaria. Estas, por sua vez,
apresentam diversos receptores de adesédo, como o complexo glicoproteico GPIb-V-
IX e GPVI, que se ligam respectivamente ao fator de von Willebrand (VWF) e ao
colageno, além de integrinas, como a allbp3, a21, avB3, e PAR1, PAR4, que se ligam
principalmente ao fibrinogénio, vitronectina e fibrina e também granulos contendo P-
selectina (BACCHUS & CROWTHER, 2013; BERNARD & LIONEL, 2013; CIMMINO
& GOLINO, 2013).

Essa adesdo plaquetaria ocorre na matriz extracelular presente no
subendotélio, que contém fibronectina, vVWF, laminina e vitronectina, induzindo uma
rapida transducgéo de sinal que desencadeia uma série de eventos que sustentar&o
essa adesdo. O VWF é o componente chave para iniciar essa adesao e sustenta-la,
atuando como uma ponte entre um receptor na superficie das plaquetas (Complexo
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glicoproteico GPIb-GPIX-GPV) e as fibras de colageno (AUSTIN, 2013; BACCHUS &
CROWTHER, 2013; BERNARD & LIONEL, 2013).

Além do VWF, a exposi¢do do colageno subendotelial também sustenta esta
adesdo inicial das plaquetas e, além disso, atua como agonista para a ativacao
plaquetéaria. Essa ativacdo pode ser induzida também por trombina, ADP, epinefrina,
prostaglandina Hz, TXA2, serotonina (receptor 5-HT) e PAF (fator de ativacao
plaguetaria) (OAKLEY & LARJAVA, 2012). Isso desencadeia varios eventos, incluindo
a ativacao da fosfolipase C (PLC), responsavel por hidrolisar o fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 entdo induz a
liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico e o DAG a entrada de calcio do meio
extracelular (VARGA-SZABO, PLEINES, NIESWANDT, 2008).

O calcio atua como um segundo mensageiro acarretando na secrecdo de
moléculas pré-agregantes, como ADP, geracdo de TXAz2 e mudanca de forma da
plaqueta (discoide para esférica) com consequente exposicdo da glicoproteina llb/llla
(Gplib/llla), que liga-se ao fibrinogénio, ocasionando a agregacdo plaquetéria,
amplificando a resposta hemostatica e formacao do trombo branco (por ser constituido
principalmente de plaquetas) (Figura 7) (CIMMINO & GOLINO, 2013; EYRE &
GAMLIN, 2010; WANG & KING, 2012).

1 - Vasoconstri¢ao Membrana Basal

Parede arterial
l Endotélio
- (f” -

T

O " Ativagdo e Secrecdo

O

2 - Adesio P

QG 4

Lesdo

1 - Vasoconstrigao

Figura 7 — A hemostasia e a participagdo das plaquetas na formacdo do plug
hemostético, onde: 1. Vasoconstricdo; 2. Adesao das plaguetas ao subendotélio, 3.
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Mudanca de forma da plaqueta com secrecao dos granulos, 4. Interacdo plaqueta-
plaqueta, 5. Deposito da fibrina sobre o tampé&o plaquetario.
Fonte: SAITO et al., 2018.

A hemostasia secundaria consiste no processo de coagulacdo, em que se
observa a ativacdo sequencial de proteinas plasmaticas inativas, 0os zimogénios,
também chamados de fatores de coagulacdo, em enzimas capazes de originar, como
produto final, a rede de fibrina a partir do fibrinogénio. Neste processo uma das
enzimas produzidas, a trombina, é também um agonista plaquetario que amplificara o
processo de agregacao das plaquetas (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013;
PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012; SUCKER & ZOTZ, 2015).

Segundo a literatura classica, existem duas vias de coagulacdo: a via
extrinseca e a via intrinseca (HOFFMAN, 2003). A via extrinseca é ativada apoés a
leséo vascular, promovendo a exposicao do fator Ill (conhecido também como fator
tecidual) que em contato com o fator VII, na presenca de ions Ca?*, proporciona a
ativacado deste em fator Vlla e formacé&o de um complexo (Complexo FT-FVIlla). Este
complexo ira ativar os fatores IX e X, em IXa e Xa, respectivamente (DALE & RANG,
2007; GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013; GOODMAN, 2006; SUCKER & ZOTZ,
2015).

Na ativagdo da via intrinseca, chamada via de contato da parede do vaso,
verifica-se a participacdo dos fatores VIII, 1X, X, XI e Xl da coagulacéo, além das
proteinas pré-calicreina, cininogénio de alto peso molecular e ions Ca?*. Quando a
pré-calicreina, o cininogénio, o fator Xl e XIl sdo expostos a cargas negativas do vaso
lesado, a pré-calicreina é convertida em calicreina, sendo esta capaz de ativar o fator
XIl. O fator Xlla acaba convertendo mais pré-calicreina em calicreina e ativando o
fator XI. E na presenca de ions Ca?*, o fator Xla proporciona a ativacédo do fator IX
(JOBLING & EYRE, 2013; PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012).

Finalmente, essas duas vias convergem em uma Unica via onde o fator IXa e
Vllla formam o complexo tenase, responsavel por ativar o fator X. O Fator Xa em
conjunto com o fator Va e ions Ca?* formam o complexo protrombinase que atua sobre
a protrombina (fator Il) convertendo-a em trombina (fator lla) (KING, 2012; SUCKER
& ZOTZ, 2015).

A trombina entéo atua sobre o fibrinogénio, clivando-o, produzindo fragmentos
que se polimerizam para formar fibrina, o chamado coagulo “soluvel”. Sob agao da

fibronectina, esse coagulo pode ser estabilizado, embora ndo seja essencial
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(MAURER et al., 2012), pois a fibrina pode ativar uma fibrinoligase (fator XIIlI) que
fortalece as ligagGes fibrina-fibrina, estabilizando assim o coagulo recém-formado
(Figura 8) (CIPRANDI, HORN, TERMIGNONI, 2003; DALE & RANG, 2007,
GOODMAN, 2006).
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Figura 8 — Esquema ilustrativo do modelo classico da cascata de coagulagéo,
caracterizando as principais etapas proteoliticas com formagéo de fibrina.
Fonte: SAITO et al., 2018.

Uma diferente divisdo da coagulacéo foi proposta por Roberts e colaboradores
(1998) que consiste em trés fases dependentes de superficies celulares: iniciagéo,

amplificacédo e propagacédo, como relatado na Figura 9.
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Figura 9 — Via da iniciacdo, amplificacdo e propagacao da coagulacéo proposta por
ROBERTS et al., 1998.
Abreviaturas: FT = fator tecidual

A cascata de coagulacao € controlada continuamente por inibidores, os quais,
evitam a ativacdo exacerbada ou inespecifica deste processo (BAKER & BRASSARD,
2011; KASTRUP & ISMAGILOV, 2007). Dentre os inibidores mais importantes estao:
a) as antitrombinas (ex. antitrombina Ill), que agem inibindo a atividade da trombina e
de outras serino-proteases presentes na cascata de coagulacéo (fatores 1Xa, Xa, Xla
e Xlla) (MOSESSON, 2007); b) complexo formado por trombina e trombomodulina
que converte a proteina C em proteina C ativada que em conjunto com o cofator S,
inativam os fatores Va e Vllla, e c) o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), uma
proteina produzida pelo endotélio subjacente a lesdo que inativa os fatores Xa e o
complexo FT-Vila (INNERHOFER & KIENAST, 2010; PRADELLA, TOMASELLA,
MASCARETTI, 2012).

Na etapa final, chamada de fibrindlise, percebe-se o desenvolvimento de
eventos antihemostéticos, 0os quais ocorrem a partir da acdo da enzima plasmina que
degrada a fibrina presente no coagulo. Isso controla sua extensao, apds a cobertura
da area lesada, garantindo a ndo oclusdo do mesmo e a restauracdo adequada da
circulagcdo no local em que ocorreu a lesdo vascular (BACCHUS & CROWTHER,
2013; JOBLING & EYRE, 2013; PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012;
WOLBERG & CAMPBELL, 2008).
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A plasmina é uma serino-protease ativada apos a clivagem do plasminogénio
pelo ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogénio
do tipo uroquinase (u-PA). Os dois ativadores tém alta especificidade de ligacdo com
o plasminogénio e promovem a hidrélise de uma Unica ligacao peptidica que resulta
na formacdo da plasmina (PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012;
THELWELL, 2010).

Embora a plasmina degrade ndo somente a fibrina, mas também o fibrinogénio,
fator V e fator VIII, em condic¢des fisiologicas o processo de fibrindlise acontece de
maneira especifica sobre a fibrina, gerando uma ativacéo localizada e restrita, ndo
sistémica, cumprindo desta forma, sua funcdo de remover o excesso de fibrina
intravascular. Esta especificidade é resultado de interagcdes moleculares especificas
entre o plasminogénio e seus ativadores e a fibrina e os inibidores da fibrindlise. Essas
enzimas também séo reguladas por inibidores que incluem os inibidores do ativador
do plasminogénio 1 e 2 (PAI-1 e PAI-2) que inativam o t-PA; enquanto a a2
antiplasmina (02-AP) inativa a plasmina (GOODMAN, 2006; PRADELLA,
TOMASELLA, MASCARETTI, 2012; THELWELL, 2010).

Apesar da existéncia desses eventos envolvidos no controle da hemostasia
normal, oclusbes ou mesmo embolias podem ser ocasionadas caso haja uma
resposta exacerbada do processo hemostético induzidas por disturbios fisiologicos. O
produto desta indugdo, com frequéncia resulta no estabelecimento do quadro clinico
denominado de trombose (KUMAR et al., 2010).

3.2.1 Distlrbios tromboembdlicos

A circulacdo venosa e a arterial possuem diferencas fisiol6gicas consideraveis.
A circulacdo venosa exibe fluxo sanguineo mais lento com consequente menor
hemorragia. Além disso, a trombina desempenha um papel fundamental em caso de
les&o. De outra forma, na circulag&o arterial, uma pequena injuria pode ocasionar uma
rapida e massiva hemorragia devido ao elevado fluxo sanguineo. Neste caso, as
plaquetas apresentam-se essenciais (OAKLEY & LARJAVA, 2012). O agregado
plaquetario formado nas artérias € comumente chamado de trombo “branco”, por
serem constituidos principalmente de plaquetas. O trombo “vermelho”, formado no

sistema venoso, séo ricos em fibrina e eritrocitos presos nessa rede (KING, 2012).
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Diversos fatores, adquiridos ou genéticos, exercem influéncia contraria ao
equilibrio da hemostasia o que resulta em estados de hipo ou hipercoagulabilidade. O
quadro patolégico oposto & hemostasia € a trombose, como define Kummar
colaboradores (2010), que pode ser oriunda de uma ativacdo inapropriada dos
processos hemostaticos normais, tal como a formacdo de um coagulo sanguineo
(trombo) na vasculatura ndo lesionada ou oclusédo tromboética de um vaso apdés uma
leséo relativamente pequena (GALANAUD, LAROCHE & RIGHINI, 2013; AZMA et al.
2014).

Entre as doencas tromboticas mais recorrentes destacam-se a aterotrombose
e 0 tromboembolismo venoso (TEV) que sdo doencas causadas por quadros de
trombose arterial e trombose venosa, respectivamente (TURPIE & ESMON, 2011).
Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), esses quadros patoldgicos fazem
parte do grupo das doencas cardiovasculares e sdo a maior causa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, onde, em 2011, estima-se que 17,3 milhdes de pessoas
tenham morrido por estas causas, representando cerca de 30% do total de mortes
mundialmente e estima-se que em 2030, esse valor suba para 23,6 milhdes (Figura
10) (MAVRAKANAS & BOUNAMEAUX, 2011; WHO, 2013).
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Figura 10 — Principais causas de mortalidade em todo
Fonte: OMS, 2018.

3.2.1.1 Trombose venosa
O tromboembolismo venoso compreende a trombose venosa profunda e o

embolismo pulmonar. Quando parte do trombo rompe-se, ele pode se deslocar até os
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pulmdes e interromper ou dificultar a passagem de sangue em uma artéria pulmonar
ou um de seus ramos (ERIKSSON et al., 2014; MACKMAN, 2012).

Em 1856, Rudolph Virchow prop6s uma triade de causas do tromboembolismo
venoso: estase venosa (reduzida circulagdo sanguinea nas veias), injaria no endotélio
vascular e hipercoagulabilidade do sangue (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013;
TURPIE & ESMON, 2011).

A estase venosa, que pode ser causada por inumeros fatores, como
imobilidade local, cirurgias ortopédicas e aumento da pressdo venosa, promove a
formacéo do trombo por ndo conseguir remover os fatores de coagulacao ativados do
local de injuria vascular (KUDERER, 2015; REYES et al., 2013). Evidéncias ainda
sugerem que o fator tecidual (TF, do inglés tissue factor) circulante ligado a
microvesiculas apresenta um papel fundamental na formacdo do trombo venoso,
assim como as plaquetas na formacao do trombo arterial (KUDERER, 2015; TURPIE
& ESMON, 2011). Essas microvesiculas ligam-se as células endoteliais ativadas e
transferem o FT para elas, iniciando a cascata de coagulacédo e a formacao do
coagulo. Isso justifica o fato da maior parte dos trombos venosos serem formados em
regides com circulacdo sanguinea lenta ou deficiente (KROEGEL & REISSIG, 2003;
KUDERER, 2015).

Mackman (2012) recentemente descreveu um mecanismo para a formacao do
trombo venoso, dividido em diferentes etapas. Na primeira, o endotélio é ativado por
hipoxia e/ou mediadores inflamatérios e expressa as proteinas de adeséo E-selectina,
P-selectina e VWF. Na segunda, TF* MV/PSGL-1 (microvesiculas expressando TF),
leucdcitos circulantes expressando PSGL-1 e plaquetas, ligam-se ao endotélio
ativado. Em seguida, leucdcitos ligados se ativam e expressam TF levando a ativacdo
local da cascata de coagulacdo que ultrapassa o limiar protetor das vias
anticoagulantes enddgenas ocasionando o inicio da trombose (Figura 11)
(MACKMAN, 2012; VERSTEEG et al., 2013).

A principal causa da formacao do trombo venoso é a ativacdo da cascata de
coagulacdo, que precede a ativacdo plaquetaria e sua agregacdo, consistindo
principalmente de um agregado de eritrécitos e grande quantidade de fibrina. Isso
explica porgue terapias anticoagulantes sdo os principais alvos quando se trata de
trombose venosa (KUDERER, 2015; TURPIE & ESMON, 2011).
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Figura 11 — Formacao do trombo venoso, proposto por MACKMAN, 2012.
Abreviaturas: PSGL-1 = ligante glicoproteico da P-selectina e TF = fator tecidual

Embora o trombo venoso possa causar congestdo e edema nos leitos
vasculares distais, seu desprendimento e migracdo podem ser fatais. Inversamente,
os trombos arteriais possuem importancia direta no local de ocorréncia propriamente
dito, podendo causar infarto miocardico ou cerebral (KUDERER, 2015; KUMAR et al.,
2010).

3.2.2.2 Trombose arterial
O trombo arterial se forma sob condi¢des de alta forca de cisalhamento, sendo

constituido basicamente por plaquetas agregadas, envolvidas em rede de fibrina
(HAGEDORN et al., 2010; KUMAR et al., 2010). Geralmente, os trombos arteriais sao
formados sobre placas de ateroma instaveis. Em situacfes de hipercoagulabilidade,
os trombos podem se desenvolver até mesmo em superficies endoteliais
aparentemente normais (SILVESTRI et al., 2014).

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria multifatorial que acomete
principalmente a camada intima das artérias de médio e grande calibre. Inicia-se com
uma lesdo no endotélio relacionado principalmente com a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e hipertensdo. Com isso, a permeabilidade da camada intima para
lipoproteinas plasmaticas carregadas com colesterol é aumentada. A retengdo destas
lipoproteinas no local ocasiona a oxidacao e recrutamento de mondcitos e linfécitos.
Os mondécitos, ao migrar para o espaco subendotelial diferenciam-se em macrofagos
e capturam as LDL oxidadas (sendo denominadas entdo de células espumosas)
(JACKSON, 2011). Além disso, macrofagos entram em apoptose, promovendo o
desenvolvimento das placas necréticas (também chamadas de placas lipidicas)
ocasionando a liberagéo de lipideos (em sua maioria colesterol) e incorporagdo dos

mesmos a placa aterosclerotica (SEIMON & TABAS, 2009).
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A principal causa da formacdo do trombo arterial € a ruptura da placa
aterosclerotica, causando uma completa ou parcial oclusdo do vaso (TURPIE &
ESMON, 2011; ULRICHTS et al.,, 2011). Quando essa ruptura ocorre, os lipidios
aderidos sdo expostos ao sangue circulante no lumen arterial. Esses lipidios contém
TF e fragmentos de colageno, que sao altamente trombogénicos (DAVIES, 2000).
Pacientes com doencas cardiovasculares ainda apresentam maior risco, por exibirem
maior quantidade de TF circulante (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013;
MACKMAN, 2012; SILVESTRI et al., 2014).

No estagio inicial da ruptura da placa, as plaquetas séo rapidamente recrutadas
ao local, seguidas por sua agregacéao, ocasionando um rapido crescimento do trombo.
Adicionalmente, a cascata de coagulagéo é ativada, formando trombina, que ativa as
plaguetas. Essas plaquetas ativadas promovem maior recrutamento, ativagéo, adeséao
e agregacao plaquetaria (SILVESTRI et al., 2014; TURPIE & ESMON, 2011). Isso
demonstra o papel fundamental que as plaquetas desenvolvem na formacédo do

trombo arterial (Figura 12).

1- ENDOTELIO

2- PAREDE DO VASO

3- TROMBO

4- RUPTURA DA PLACA

5- CELULA ESPUMOSA

6- CELULA MUSCULAR LISA
7- FATOR TECIDUAL

8- COLESTEROL

9- PLACA NECROTICA

Figura 12 — Trombose arterial e seus constituintes.
Fonte: TURPIE & ESMON, 2011.
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3.2.2 Agentes antitrombaoticos

O tratamento dos quadros tromboembolicos baseia-se no uso de farmacos
antitrombéticos, como anticoagulantes e antiagregantes plaquetarios. O avancgo
destas terapias tem proporcionado uma nitida melhora na evolugdo do quadro de
pacientes com sindromes miocardicas, eventos isquémicos e no controle do risco de
complicacBes hemorragicas (AKWAA & SPYROPOULOS, 2013). Mesmo assim, muito
dos farmacos atuais apresentam limitacdes em seu uso sendo necessarios avangos
para o desenvolvimento de terapias mais eficazes (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI,
2013; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012).

3.2.2.1 Anticoagulantes
O tratamento com anticoagulantes necessita de um acompanhamento médico

proximo, de constantes modificacdes e um monitoramento continuo (GEBUIS et al.,
2011; MCGRATH et al., 2014). As complicacdes clinicas decorrentes de utilizacdo
indiscriminada podem originar graves quadros hemorragicos (AKWAA &
SPYROPOULOQOS, 2013; WARKENTIN, 2010).

Os farmacos mais utilizados como anticoagulantes sao as heparinas e os
antagonistas de Vitamina K (Ex: warfarina) (TESTA et al., 2007). A warfarina, utilizada
oralmente, bloqueia a gama carboxilacdo de diversos residuos de glutamato dos
fatores de coagulacédo, mais especificamente os fatores: II, VII, IX e X. Além disso,
atua como um cofator para a proteinas anticoagulantes endogenas C, S e Z (FAREED,
THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; SCAGLIONE, 2013). Isso resulta na inativacéo
destes fatores e proteinas, alterando a regulacdo do sistema de coagulacdo. Uma das
grandes probleméaticas dos antagonistas da vitamina K estdo relacionados com o
mecanismo de acédo de lento inicio (efeito inicial de dois a trés dias apds tratamento),
que, em casos mais graves, ndo é recomendado (ALTMAN, 2014; ANGIOLILLO &
FERREIRO, 2013; SCAGLIONE, 2013). Outras problematicas destes medicamentos
sdo as diversas interacdes com outros farmacos, como antibiéticos (metronidazol,
cefalosporinas e fluconazol) e diversos alimentos, induzindo o paciente a uma restrita
alimentacdo (FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; KENNEDY et al., 2012),
além de uma estreita janela terapéutica (ALTMAN, 2014; ANGIOLILLO & FERREIRO,
2013; SCAGLIONE, 2013).

Dentro da classe da heparina, existem as heparinas nao-fracionadas (HNF) que

atuam como anticoagulantes via antitrombina Il (ATIII). Apos formagdo do complexo
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HNF-AT, ocorre uma mudanca conformacional na AT que permite a inibicdo dos
fatores Xlla, Xla, 1Xa, Xa e trombina. Seu extenso uso para tratamentos de quadros
trombdticos baseava-se na rapida reversibilidade de seus efeitos e a existéncia de um
antidoto: sulfato de protamina (BACCHUS & CROWTHER, 2013; KENNEDY et al.,
2012; MCGRATH et al., 2014).

Embora muito utilizada, foram demonstradas algumas dificuldades nessa
terapéutica, incluindo sua curta meia-vida (trinta minutos), baixa quantidade de
obtencdo (proveniente do figado de mamiferos) com facilidade de contaminacéo,
incapacidade de inativar a trombina ligada a fibrina ou ao FXa no complexo
protrombinase, interacdes com diversas proteinas plasmaticas e o efeito coagulante
variavel de paciente para paciente, sendo necessario um monitoramento continuo
(FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; KENNEDY et al., 2012). Ainda, efeitos
adversos mais severos incluem hemorragias, osteoporose ou trombocitopenia
induzida por heparina (KENNEDY et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013).

Devido as complicagbes do uso da HNF, heparinas de baixo peso molecular
(HBPM) foram desenvolvidas para ultrapassar essas limitacbes (enoxaparina,
dalteperina, tinzaparina). Essas foram produzidas por despolimerizacdo das HNF,
fragmentando-a em aproximadamente um terco. Com isso, o efeito sobre a trombina
foi diminuido, visto que, as HBPMs ndo conseguem se ligar simultaneamente com a
trombina e a ATIII, mas permaneceram como potentes anticoagulantes ao inibir o FXa
(FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; KENNEDY et al., 2012; MCGRATH et
al., 2014).

Adicionalmente, a interagcdo com proteinas plasmaticas diminuiu, levando a
efeitos anticoagulantes mais controlaveis. Mesmo assim, algumas desvantagens
continuaram: incapacidade de inativar trombina ligada a fibrina ou ao FXa no
complexo protrombinase; administracdo parenteral e um clearence renal diminuido
(BACCHUS & CROWTHER, 2013; MCGRATH et al., 2014).

Tendo em vista as inumeras complicacbes associadas as terapias
convencionais, como a administracao parenteral, a grande capacidade de interacao
com alimentos (GEBUIS et al., 2011) e a curta janela terapéutica, além dos efeitos
adversos, tais como as hemorragias, neutropenia induzida, anemia aplasica e
trombocitopenia, devido ao longo periodo de uso, (AKWAA & SPYROPOULOS, 2013;
ANGIOLILLO & FERREIRO, 2013; KUNADIAN et al., 2013; SHAH et al., 2014) existe
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uma grande busca por novas terapias anticoagulantes (LIP et al., 2011; MCGRATH et
al., 2014).

Os anticoagulantes mais novos langados no mercado compreendem pequenas
moléculas sintéticas que agem sobre um fator de coagulacdo prioritariamente, como
os inibidores diretos e indiretos do fator Xa e os inibidores diretos da trombina
(ALTMAN, 2014; HARDER & GRAFF, 2013; O'DELL, IGAWA, HSIN, 2012; ZHANG,
2014).

Os inibidores diretos reversiveis ou irreversiveis do FXa incluem o apixaban,
rivaroxaban, otamixaban, betrixaban e edoxaban. Seu mecanismo de acéao baseia-se
na inibicdo direta do FXa, mesmo que ligado ao complexo protrombinase, sem
necessidade da ATIII como mediador. Sdo considerados de rapido inicio de efeito,
descartando necessidade de injegcéo intravenosa de anticoagulantes em quadros
criticos e ndo interagem com enzimas do citocromo P450 ou com os alimentos,
diferentemente dos anticoagulantes tradicionais. Sua eliminacdo ocorre por diversas
vias, facilitando a utilizacdo por pacientes que apresentam problemas renais e séo
administrados por via oral, sem necessidade de monitoramento frequente (KENNEDY
et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013; SCAGLIONE, 2013; MCGRATH et al.,
2014).

Mesmo com essas vantagens, alguns problemas como a dificuldade de reverter
o efeito anticoagulante, levando a quadros hemorragicos severos foram relatados
(BACCHUS & CROWTHER, 2013; GARCIA, LIBBY, CROWTHER, 2010; MCGRATH
et al., 2014; SCAGLIONE, 2013).

Os inibidores indiretos do FXa, como o fondaparinux, idraparinux e
idrabiotaparinux néo interagem diretamente com fatores da cascata de coagulagéo.
Seu mecanismo de acdo baseia-se na interacdo com a ATIIl, ativando-a e inibindo
assim o FXa. Estudos farmacocinéticos demonstraram que esses farmacos exibem
um rapido mecanismo de acdo e cerca de 100% de biodisponibilidade. Geralmente
eles sao utilizados em doses diarias, sem necessidade de monitoramento continuo,
apresentando assim um perfil melhor que os anticoagulantes tradicionais (KENNEDY
et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013; SCAGLIONE, 2013; MCGRATH et al.,
2014).

Outra classe de inibidores sdo os inibidores diretos da trombina, como a

hirudina, lepirudina, bivalirudina, ximeligatran, argatroban e dabigatran que inibem a
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coagulacdo por acéo direta sobre a trombina. Esses inibidores podem se ligar na
trombina em duas regifes: no sitio ativo ou exositio | ou Il. O exositio | atua como um
local de ancoragem para diversos peptideos, incluindo a fibrina (BACCHUS &
CROWTHER, 2013; FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; MCGRATH et al.,
2014).

Alguns desses inibidores sédo capazes de se ligar a trombina no sitio ativo e no
exositio I, como hirudina, lepirudina e bivalirudina (BACCHUS & CROWTHER, 2013;
SCAGLIONE, 2013; MCGRATH et al., 2014). Esses inibidores possuem capacidade
de inibir a trombina soluvel e trombina ligada a fibrina onde, em contrapartida, a
heparina é limitada a trombina soluvel. Assim como os inibidores diretos do FXa,
apresentam um rapido inicio de efeito, ndo se ligam a proteinas plasméticas e ndo ha
um antidoto para reverter o quadro (GARCIA, LIBBY, CROWTHER, 2010; KENNEDY
et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013; SCAGLIONE, 2013; ALTMAN, 2014).

Finalmente, anticoagulantes de origem natural, como polissacarideos
sulfatados, tem atraido grande interesse nas pesquisas pela vasta utilizacdo destes
em cosmeéticos, suplementos alimentares e como alimentos funcionais. Um grande
exemplo é a fucana sulfatada, também chamada de fucoidana (MOURAO, 2004;
FITTON, 2011; JIAO et al., 2011; POMIN, 2012; POMIN & MOURAO, 2012; WEITZ,
EIKELBOOM, SAMAMA, 2012; LI, B. et al., 2017), devido sua baixa toxicidade, sendo
biodegradavel e biocompativel (DEUX et al., 2002; ALE, MIKKELSEN, MEYER,
201l1a; FITTON, 2011; ABU et al.,, 2013; POMIN, 2014; ZAPOROZHETS &
BESEDNOVA, 2016; ZHAO et al., 2016; MARINVAL et al., 2018).

As fucoidanas sao isoladas de algas marrons marinhas pertencentes a familia
de polissacarideos sulfatados. Varias espécies deste polissacarideo apresentam
esqueleto similar com diferentes quantidades dos constituintes (fucose, xilose,
galactose e sulfato) (FITTON, 2011; JIAO et al., 2011; POMIN & MOURAO, 2012; LI
et al., 2017) devido, principalmente, ao método de extragdo da fucoidana, local e
periodo da coleta (MOURAOQ, 2004; POMIN & MOURAO, 2012).

Seu mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo direta e indireta da trombina
(fator II) através de seus inibidores enddégenos (antitrombina Il e cofator Il da
heparina). A antitrombina é uma serpino-protease que interage com diversos fatores

da cascata de coagulacdo, como o fator Xa, 1Xa, Xla, Xlla e calicreina plasmatica. Ja
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o cofator Il da heparina esta diretamente relacionado com a inibicdo da trombina
(RUTHERFORD, 1996; JIAO et al., 2011; POMIN, 2014; LI et al., 2017) (Figura 13).

A literatura apresenta diversas espécies com diferentes perfis coagulantes,
dependentes da estrutura, posicdo e quantidade dos grupamentos sulfato,
composicdo dos monossacarideos e peso molecular (UDANI & HESSLINK, 2012;
WIJESINGHE & JEON, 2012; LI et al.,, 2017). Das diversas espécies estudadas
relatadas na literatura, apenas a espécie Fucus vesiculosus esta disponivel de forma
comercial, a qual, apresenta grande atividade anticoagulante quando comparada a
outras espécies (BOISSON-VIDAL et al., 2000; CHEVOLOT et al., 1999; CHURCH et
al., 1989; FITTON, 2011).

d Antithrombin Thrombin b Heparin cofactor I Thrombin
N xo | xo |
HO-IS
xo Il xo I
xo | xol
xo I xo lI
) o @ =] . ,
OIO¥OYS! = DE-06
Sulfated polysaccharide Sulfated polysaccharide

Figura 13 — Esquema ilustrativo do mecanismo de ag&o da fucoidana.

A figura (A) e (B) demonstram a inibicdo da trombina pela antitrombina e cofator Il da
heparina, com a fucoidana formando uma ponte eletrostatrica entre eles,
respectivamente.

Abreviaturas: EXO = exositio.

Fonte: POMIN, 2014.

Cumashi e colaboradores descreveram a atividade de nove diferentes
fucoidanas extraidas de Laminaria saccharina, L. digitata, Fucus evanescens, F.
serratus, F. distichus, F. spiralis, Ascophyllum nodosum e Cladosiphon okamuranus.,
onde foi possivel perceber que apenas a espécie A. nodosum apresentou discreta
atividade anticoagulante com grande afinidade para P-selectina (expressa em grande
guantidade em locais lesionados e plaguetas ativadas), sendo a mais propicia para o

presente trabalho, visto que as outras espécies apresentavam expressiva atividade
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anticoagulante (BACHELET et al., 2009; BARBAUX et al., 2010; BORSIG et al., 2011;
CUMASHI et al., 2007; ROUZET et al., 2011).

O esqueleto estrutural das fucoidanas pode variar segundo a espécie e forma
de extracdo. Por exemplo, a fucoidana extraida da espécie A. nodosum é
majoritariamente composta de 8 a 14 unidades de monossacarideos formando
polissacarideos através de ligacGes glicosidicas a (1— 3) e a (1— 4). A fucoidana
disponivel comercialmente (extraida da F. vesiculosus) exibe um esqueleto similar,
mas com presenca de 2,4-di-O-metilfucose e 2,3-di-O-metilfucose, que esta
relacionada com sua grande atividade anticoagulante (ALE, MIKKELSEN, MEYER,
2011a; WIJESINGHE & JEON, 2012; LIM & WAN AIDA, 2017) (Figura 14).
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Figura 14 — Esqueleto estrutural de fucoidana extraidas de diversas espécies.
Fonte: Adaptado de LIM & AIDA, 2017.

3.2.2.2 Inibidores plaquetarios
A inibicdo plaquetaria baseia-se principalmente em dois conceitos: a inibi¢cao
dos agentes protrombaoticos (agonistas, receptores e enzimas) e a modulagdo dos

fatores antiagregantes enddégenos. Essas inibicbes atuam via mecanismos diferentes
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(sobre os fatores e/ou vias de sintese plaquetaria em que essas moléculas estao
envolvidas). Dentre os inibidores plaquetarios mais utilizados estdo o acido
acetilsalicilico, o clopidogrel e os inibidores da glicoproteina IIb/llla (Figura 15)
(AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; BERNARD & LIONEL, 2013; WATT, DAWSON,
BRADY, 2013).

FEGer cevemn
Willebran

Epinefrina

Figura 15 — Esquema ilustrativo das principais vias de ativacdo e agregacao
plaquetaria.

Abreviaturas: PLA2 = Fosfolipase A2; AA = Acido Araquid6nico; PGH2 =
Prostaglandina Hz; TXS = Tromboxano Sintase; TXAz2= Tromboxano Az.

Fonte: SAITO et al., 2018.

O &cido acetilsalicilico (AAS), conhecido comercialmente pelo nome de
aspirina®, é utilizado na prevencado primaria e secundaria de eventos tromboticos
como derrame e infarto do miocardio (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; WEBER,
WEIMAR, DIENER, 2009) (Figura 16). Seu mecanismo de ac¢do antiagregante
plaguetario é a acetilacao irreversivel da hidroxila da por¢cao da SER530, no sitio ativo
da Ciclooxigenase 1 (COX-1). Essa modificacdo quimica inibe a ligacao do acido
araquidénico (AA) no interior do sitio ativo inviabilizando a sintese de Tromboxano Az
(TXA2) (LEl et al., 2014).
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O

Figura 16 — Estrutura do acido acetilsalicilico
Fonte: Estrutura obtida com auxilio do software Marvin Sketch® ChemAxon®

O clopidogrel € um antiagregante plaquetario pertencente ao grupo das
tienopiridinas. Ele é um pro-farmaco absorvido pelo intestino e metabolizado no figado
por isoformas da enzima P-450. Seu mecanismo de acéo € a inibicdo irreversivel dos
receptores P2Y12 de adenosina difosfato (ADP), presentes nas plaguetas, exercendo
sua acao através da formacao de ligacdes disulficas com dois residuos de serina
(SER-17, SER-270) da molécula receptora (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014;
BERNARD & LIONEL, 2013; DELOUGHERY, 2015; QURESHI & HOBSON, 2013).

Outros antagonistas do receptor P2Y12 como cangrelor, ticagrelor e elinogrel,
nao requerem ativacdo metabdlica e ligam-se diretamente e reversivelmente ao
P2Y12, em contraste com o clopidogrel. Além disso, por serem antagonistas
reversiveis, seus efeitos inibitérios decaem a medida que a concentracao do farmaco
diminui (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; HEPTINSTALL, 2013; KOHLI, 2012).

Os trés principais farmacos que representam a classe de inibidores GP lIb/llla
sdo o abciximab, a eptifibatida e o tirofibano. Suas caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas fornecem em pouco tempo uma alta inibicdo dos receptores
GPIlIb/llla das plaquetas para combater a trombose que pode ocorrer em resposta ao
rompimento mecanico de placas de ateroma durante e imediatamente apdés
angioplastia coronaria (WALLEN, JOHNSSON, BELLANDER, 2013; AHLUWALIA &
BHANWRA, 2014; DELOUGHERY, 2015).

Agentes inibidores mais novos podem ser separados em quatro grupos: 1)
Inibidores da TXS; 2) Antagonistas TXA2R; 3) Antagonistas PAR-1; e 4) Inibidores
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fosfodiesterase (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; SIKKA & BINDRA, 2010; TELLO-
MONTOLIU et al., 2012).

O acido araquiddnico (AA) esta presente na forma esterificada nas membranas
das células e é degradado por dois sistemas enzimaticos: a) a via da ciclooxigenase
(COX), que produz a prostaglandina H2 (PGH2), precursora de outras prostaglandinas,
prostaciclinas e dos tromboxanos e b) via da lipoxigenase, relacionada com a
producdo dos leucotrienos (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; BAYNES & MAREK,
2005; HEPTINSTALL, 2013).

A tromboxano sintase (TXS) a partir da prostaglandina Hz (PGHz), sintetiza o
Tromboxano Az (TXA2), que é um mediador inflamatdério e potente ativador plaquetario.
Este, por sua vez, atua no receptor de Tromboxano Az (TXAzR), permitindo o acumulo
intracelular de célcio e a consequente agregacdo plaquetaria (AHLUWALIA &
BHANWRA, 2014; HEPTINSTALL, 2013; XIANG et al., 2008).

Embora a inibicdo da TXS nao esteja diretamente relacionada com a agregacao
plaguetaria induzida por outros agonistas, como por exemplo colageno ou ADP, a
acentuada producdo de PGIl2 aumenta a concentracdo de AMP ciclico (AMPc) e
previne a agregacao plaquetéaria induzida por diversos agonistas como a trombina
(AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; FITZGERALD, FRAGETTA, FITZGERALD, 1988).

Os antagonistas TXAzR incluem o terutroban e a picotamida. O terutoban é um
antagonista especifico do receptor TXAz. Essa inibicdo impede que o TXA: ligue-se
ao seu receptor (TXAzR), impedindo o acumulo intracelular de célcio e a consequente
agregacao plaquetaria (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; PAMUKCU, HUBER, LIP,
2012; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012). Ja a picotamida, além de bloquear o
receptor TXAz, inibe também a tromboxano sintase (TXS), responsavel pela sintese
do TXA2 (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012).

O PAR-1 pertence a familia dos receptores ativados por proteases acoplados
a proteina G. Esse receptor é expresso pelas plaquetas humanas que pode ser
ativado por trombina, induzindo assim, a agregacdao plaquetaria e também é
encontrado em células endoteliais, células musculares lisas e cardiomiocitos. Um
importante antagonista de PAR-1 esta em fase de estudos clinicos: vorapaxar e
atopaxar (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; TOMASELLO, ANGIOLILLO, GOTO,
2010; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012).
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O vorapaxar € um antagonistacompetitivo, que nao afeta a agregacao
plaquetaria mediada por outros agonistas e nem a conversdo de fibrinogénio em
fibrina (que € mediada pela trombina). Embora seja um antagonista reversivel,
dissocia-se lentamente de seu receptor, possuindo assim uma longa meia-vida
(AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; SMYTH et al.,, 2009; WEITZ, EIKELBOOM,
SAMAMA, 2012). J4 o atopaxar € um potente antagonista PAR-1 que inibe a
agregacdao plaquetéria mediada por trombina (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014).

Finalmente, sobre os inibidores fosfodiesterase, € importante ressaltar que o
AMPc tem um importante papel na inibicdo endégena das plaquetas, onde seus niveis
intracelulares séo balanceados pela atividade da adenilato ciclase e fosfodiesterases
(PDE). O aumento da concentragdo do AMPc resulta na inibicdo de transducgéo de
sinal na plaqueta (PAMUKCU, HUBER, LIP, 2012; TELLO-MONTOLIU et al., 2012).
As fosfodiesterases (PDEs) compreendem um amplo numero de enzimas que
hidrolizam nucleotideos ciclicos, como o0 AMCc e o GMPc em nucleotideos inativos
por clivar a ligagédo fosfodiéster. Trés tipos de PDEs s&o encontradas nas plaquetas
humanas, como PDE2, PDEs e PDEs, sendo a PDEs a isoforma mais ativa para
hidrolizar o AMPc (BRITO et al.,, 2010; ZHANG et al., 2010; AHLUWALIA &
BHANWRA, 2014).

O dipiridamol é um derivado pirimido-pirimidina que possui atividade
antiagregante plaquetaria e propriedades vasodilatadoras, sendo seu mecanismo de
acdo resultante do bloqueio da PDE2. No entanto, estudos clinicos demonstraram
resultados insatisfatérios, levando entdo a sua utilizacdo em combina¢do com o AAS
(DELOUGHERY, 2015). Além do dipiridamol, outro farmaco inibidor da
fosfodiesterase é o cilostazol, sendo este, um inibidor reversivel do PDEs. A literatura
releta efeitos antiagregantes plaquetérios, vasidolatadores e antimitogénicos
(DELOUGHERY, 2015; PAMUKCU, HUBER, LIP, 2012).

3.2.3 Acido acetilsalicilico, fucoidana e nano / microtecnologia

Diversos estudos estéao utilizando a nano- e microtecnologia para superar 0s
efeitos adversos causados pelos tratamentos convencionais, principalmente
relacionados com os anticoagulantes (JIAO et al., 2002; DAS, BANERJEE, BELLARE,
2005; BARUA & DAS, 2013; AGRAWAL et al., 2014; HUANG et al., 2014; ARANAZ et

al.,, 2017; LI, B. et al., 2017). Entretanto, ha poucos relatos sobre a nano- e

73



microtecnologia associada a antiagregantes plaquetarios (GUI et al., 2012; JUENET
etal., 2018; LIU et al., 2015; SHRIVASTAVA et al., 2009; SUBRAMANIAN et al., 2008;
TANG et al., 2012).

Considerando um antiagregante plaquetario classico como o AAS, observa-se
grande utilizacdo no tratamento e prevencdo de eventos trombéticos, geralmente
associados com clopidogrel ou outro agente antiagregante plaquetario (ALTMAN et
al., 2004; ALTMAN, RIVAS, GONZALEZ, 2012; ANGIOLILLO & FERREIRO, 2013;
CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, VANWORMER,
REZKALLA, 2014). Uma das grandes problematicas do uso cronico do AAS € o risco
aumentado de complicacbes gastrointestinais, como Ulceras e sangramentos
(ANGIOLILLO et al., 2013; CHOI & KIM, 2013; EL-HAYEK et al., 2014, p.; KUNADIAN
et al., 2013; SHAH et al.,, 2014), sendo necessarios avangos para superar essas
limitagbes (EL-HAYEK et al., 2014; GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013; WEITZ,
EIKELBOOM, SAMAMA, 2012).

Diversas formas farmacéuticas do AAS estdo disponiveis no mercado, tais
como formulacdes revestidas ou de liberacdo controlada para ultrapassar esses
efeitos adversos, que, muitas vezes, ocasionam uma alta taxa de desisténcia do
tratamento principalmente em pacientes que precisam de terapia continua (AL-
GOUSOUS & LANGGUTH, 2018; BLIDEN et al., 2016; GOLDSTEIN et al., 2016;
HAASTRUP, GRONLYKKE, JARBJL, 2015; PATRONO & ROCCA, 2010; SALLUM
et al., 2014).

Além disso, essas probleméticas versam sobre o tratamento recomendado
seguindo guias disponiveis em diversos paises. Por exemplo, para eventos
trombaoticos primérios, a American Heart/Stroke Association e American College of
Chest Physicians recomendam doses de AAS apenas se o0 beneficio superar os riscos
dos efeitos adversos. A European Society of Cardiology recomenda apenas para
pacientes com alto risco de apresentarem quadros trombéticos. JA a Canadian
Cardiovascular Society ndo recomenda sua utilizagdo (CASADO-ARROYO,
SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, VANWORMER, REZKALLA, 2014).

Em relacéo a eventos tromboticos secundarios (ou recorréncia), todos entram
no consenso de que € necessario utilizacdo de pequenas doses de AAS de forma
regular (crénica) (CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN,
VANWORMER, REZKALLA, 2014). Diversos estudos clinicos, de 1988 a 2010
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tentaram determinar a dose Otima para efeito antitrombotico do AAS sem danos no
trato gastrointestinal, com variacdes de 75 a 500 mg/dia. Os resultados para doses
menores que 100 mg/dia foram os mais satisfatérios, embora ainda tenha sido
relatada desisténcia do tratamento devido principalmente a quadros hemorragicos
(AWTRY & LOSCALZO, 2000; CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013;
CRYER & FELDMAN, 1999; HEDBERG et al., 2013; KOLBER & KOROWNYK, 2014;
MARTIN-MERINO et al., 2014).

Ha poucos estudos que utilizam o AAS associado a nano- e microparticulas.
Um exemplo, é o estudo de Das, Banerjee e Bellare (2005) que desenvolveram
nanoparticulas de albumina e AAS através da técnica de coacervagcao para observar
seus efeitos anti-inflamatérios (DAS, BANERJEE, BELLARE, 2005). Mais
recentemente, Liu e colaboradores (2014) desenvolveram microparticulas de
copolimeros biodegradaveis e AAS e Gugu, Chime e Attama (2015) desenvolveram
microparticulas lipidicas solidas e AAS para melhorar a solubilidade deste farmaco
(GUGU, CHIME, ATTAMA, 2015). Mesmo assim, nao foi possivel encontrar nenhum
trabalho que associasse microtecnologia com AAS para tratamentos de quadros
tromboticos.

As fucoidanas sdo promissoras neste campo por apresentarem atividade
anticoagulante, antiagregante plaquetaria e, mais recentemente, como agonistas
plaquetarios (MANE et al. 2013). O seu mecanismo de a¢do como agonista baseia-se
na interacdo destes polissacarideos com receptores de lecitina tipo C (CLEC-2)
presente nas plaquetas (MANNE et al.,, 2013a) e como inibidores da coagulacao
relaciona-se com a inibicdo direta e indireta da trombina (fator Il) através de seus
inibidores enddgenos (antitrombina Ill e cofator Il da heparina) (RUTHERFORD, 1996;
JIAO et al., 2011; POMIN, 2014; LI et al., 2017).

Em relacdo ao campo da nanotecnologia, a maioria dos trabalhos utilizam
guitosana (polissacarideo catibnico) em conjunto com a fucoidana (polissacarideo
aniénico) devido a facilidade de desenvolvimento (método de coacervacéo ou cross-
linking). Huang e colaboradores (2014) utilizaram diversas técnicas combinando
quitosana e fucoidana para distribuicdo de farmacos pela via oral (HUANG et al., 2014)
e Kim, Lee e Lee (2016) desenvolveram nanocapsulas de ginseng e fucoidana, onde
foi caracterizada atividade antitrombatica in vivo no modelo de trombose induzida pela
veia caudal de camundongos (KIM, LEE, LEE, 2016).
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Da Silva e colaboradores (2012), demonstraram atividade anticoagulante de
nanoparticulas baseadas em  polissacarideos (SILVA, LETOURNEUR,
CHAUVIERRE, 2014; SILVA et al., 2018) e recentemente, esse mesmo grupo (2018)
desenvolveu nanoparticulas de fucoidana e quitosana com perfil antitrombotico
promissor nos ensaios in vivo e in vitro, assim como no tempo de sangramento in vivo
(SILVA et al., 2018) de forma diferente aos outros estudos, onde a fucoidana nao
representava a substancia farmacologicamente ativa, mas apenas um dos
constituintes da formulagéo.

Levando em consideracéo a seletividade da fucoidana para P-selectina, Juenet
e colaboradores (2018) desenvolveram nanoparticulas poliméricas funcionalizadas
com este polissacarideo com o intuito de direcionar a agédo de farmacos tromboliticos,
relatando um eficiente direcionamento (JUENET et al., 2018).

No campo da microtecnologia, Park, Hwang e Lee (2011) desenvolveram
hidrogéis dependentes do pH a partir de microparticulas compostas de fucoidana e
quitosana através de uma nova técnica, denominada eletro-spray-drying (PARK,
HWANG, LEE, 2011); Ko, Oh e Park (2012) prepararam microparticulas de gelatina e
fucoidana, percebendo que a fucoidana melhorava o perfil de mucoadeséao (KO, OH,
PARK, 2012) e Sezer e Akbuga (2006 e 2009) desenvolveram microparticulas
baseadas em fucoesferas® (uma mistura de quitosana e fucoidana) para carrear
proteinas, peptideos e plasmideos (SEZER & AKBUGA, 2006, 2009).

Com base nestes estudos, evidencia-se a originalidade e necessidade deste
estudo visando o desenvolvimento de microparticulas de AAS associadas a fucoidana

para liberacdo pulmonar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Humana
(CEP-UFRJ) em parceria com o Professor Doutor Plinio Cunha Sathler, da Faculdade
de Farmécia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sendo aprovado sob nimero
621.196. Ainda, foram submetidos ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, sendo aprovado sob niamero 002/19 (Anexo
10.1)

4.2 MATERIAIS

Acido acetilsalicilico (AAS); Acido salicilico (AS); L-Lisina e L-Leucina (Dose
Certa®, Porto Alegre/Brasil), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC / Methocel™ F4M —
ColorCon® - VBN 2F27012N13), quitosana de baixo peso molecular (Peso molecular:
50 - 190 kDa, grau de desacetilagdo = 75%; Sigma Aldrich®, Sdo Paulo/Brasil), mucina
Tipo Il e pepsina (Sigma Aldrich, Sdo Paulo/Brasil), fucoidana (Ascophyllum nodosum
, WuXi AccoBio Biotech Inc. Wuxi/China), acido acético (Neoquimica®), acido fosférico
(Neoguimica®), propilenoglicol (Neoquimica®), deoxicolato de sdédio, cloreto de
benzalconio (Sigma Aldrich®, Sdo Paulo/Brasil), acetonitrila (Merck®, Alemanha),
acido araquiddnico, adenosina difosfato (ADP) e colageno (Sigma Aldrich®, Sé&o

Paulo/Brasil). Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau farmacéutico.

4.3 FORMULACOES PULVERULENTAS PARA LIBERACAO PULMONAR

4.3.1 Estabilidade do AAS em agua

Os ensaios foram realizados utilizando 50 mL de agua ultrapura com (0,5, 1 e
2% de propilenoglicol) ou sem agente anti-hidrolitico adicionando 150 mg de AAS e
vortex por 2 minutos. Em seguida, em tempos pré-determinados de coleta (1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 e 8 horas), 20 L desta solucao foi adicionada a um eppendorf contendo 1980
pL de agua ultrapura e filtrada (0.45 pm, Millipore, USA), procedendo com a
quantificacdo por HPLC-UV com auxilio de um cromatégrafo Perkin EImer®, coluna
Waters Nova-Pak® (C18, 4 um, 3,9 x 150 mm) e pré-coluna do mesmo fabricante. A
fase movel utilizada consistiu em uma mistura de agua ultrapura, acetonitrila e acido

fosférico na proporcéo 40: 60: 0,2 (v:v). As condigBes cromatograficas foram: volume
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de injecdo 10 pL, vazédo de 0,8 mL/min, deteccdo em UV 237 nm e tempo de anélise

de 3 minutos.

4.3.2 Delineamento da formulacdo de sistemas de liberacdo de p6 inalavel
contendo AAS e fucoidana

Esta etapa visou o desenvolvimento de uma formulacdo de po inalavel para
liberacdo pulmonar de AAS associada a fucoidana, através da técnica de secagem
por aspersdo (Mini Spray Dryer B-290%®, BUCHI Labortechnik AG®). As condicGes do
processo de secagem consideraram metodologia previamente descrita por Zatta e
colaboradores (2018) com algumas modificacdes (temperatura de entrada e fluxo da
bomba). O rendimento do processo de secagem foi calculado para cada formulacéo
considerando a massa total de particulas coletadas ao final da producdo em funcéo
da massa total de sélidos inicial de cada formulagéo (n = 3).

A Tabela 1 demonstra as condicbes do processo de secagem. Apds esse
processo, 0 po foi coletado em frascos de vidro ambar e armazenado em condi¢cbes

ambiente em um desumidificador.

Tabela 1 — Condig6es do processo de secagem (Mini Spray-Dryer B-290°).

Parametros Condicao
Spray Mesh (diametro do bico - um) 7

Inlet (temperatura de entrada °C) 120
Outlet (temperatura de saida °C) 68
Aspirator (Aspiracdo do liquido %) 100
Fluxo da bomba (%) 15
Nozzle Cleaner (frequéncia de limpeza do bico) 1

Modo Aberto

Todos os estudos dos pés inalaveis utilizaram 10 mg de fucoidana solubilizados
em 100 mL de agua ultrapura sob agitacdo minima de 12 horas (Concentracao = 100
pg/mL).

Os adjuvantes inicialmente testados em conjunto com o AAS e fucoidana foram:
Poloxamer 188 (Pluronic® F-68); deoxicolato de sdédio; cloreto de benzalconio e L-
lisina.

Para a formulacdo contendo Polaxamer 188 (Pluronic® F-68): foram preparadas
solugdes de Poloxamer 188 (0,1; 0,25 e 0,50 g) + 0,15 g de AAS + 25 mL de H20 +
propilenoglicol 2% mantidas sob agitacdo magnética moderada a 37 °C em diferentes
tempos de agitacéo (30, 40, 50 e 60 minutos) e sonicacéo (Solucéo A - 30, 40 e 50
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minutos) e entdo, com auxilio de um funil, 25 mL da solucéo de fucoidana previamente

preparada foi adicionada a 25 mL da solucdo A continuando sob agitacdo por mais 5

minutos antes do processo de secagem.

Para a formulacdo contendo L-Lisina objetivando determinar a influéncia dos
parametros de solubilizac&o, foram preparadas solucdes de 0,25 g de L-Lisina + 0,15
g de AAS + 25 mL de H20 + propilenoglicol 2% mantida sob agitacdo magnética
moderada a 37 °C em diferentes tempos de agitagao (30, 40, 50 e 60 minutos) e
sonicacédo (Solucédo A - 0, 30 e 40 minutos) e entdo, com auxilio de um funil, 25 mL
da solucédo aquosa de fucoidana previamente preparada foi adicionada a 25 mL da
solucao A permanecendo sob agitacao por mais cinco minutos antes do processo de
secagem. O mesmo processo foi utilizado para as formulacdes contendo deoxicolato
de sodio (Fds) ou cloreto de benzalcénio (Fcb).

De acordo com as metodologias empregadas a partir de extensa analise dos
dados, a Figura 17 demonstra a metodologia desenvolvida para a obtencdo de um
sistema carreador baseado na formacdo de microparticulas por interacao i6nica
(denominado MP), onde:

e Preparacdo de uma solucdo de L-Lisina (0,3 g) + 10 mL de H20 + 2 mL de
propilenoglicol mantida sob agitagado magnética moderada a 37 °C por 60 minutos
(Solucédo A). Apés, em um eppendorf, foi solubilizado o AAS (0,15 g) em 1 mL de
agua e 1 mL de acetona com auxilio de vortex por um minuto (Solucédo B). A
solucéo B foi lentamente adicionada a solucao A utilizando uma pipeta pasteur
permanecendo sob agitacdo magnética por mais cinco minutos e entdo, com
auxilio de um funil, uma solu¢cdo de fucoidana (100 pg/mL — solugcdo C)
previamente preparada foi adicionada continuando sob agitacdo por mais cinco

minutos (solucdo MP) e seguindo para secagem por aspersao (MP).

Devido ao baixo rendimento, foram testados diferentes adjuvantes de secagem
com diferentes propriedades, a fim de melhorar parametros como rendimento,
estabilidade do farmaco, caracteristicas adequadas para inalagdo, bem como

capacidade de retencéo ao longo do trato respiratorio.
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Figura 17 — Metodologia utilizada para obtencéo das microparticulas (MP).
Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico, g = gramas; UP = ultrapura e MP =
microparticulas.
Fonte: SAITO et al., 2018.

Foram analisados o Methocel® F4M (hidroxipropilmetilcelulose — HPMC) e a L-

Leucina, preparados conforme abaixo:

1) Methocel™ F4M (HPMC): foi preparada uma dispersdo de HPMC (0,3 g em
36 mL de agua ultrapura) sob agitagao magnética moderada a 37 “C por 60 minutos,
posteriormente mantida sob refrigeracdo overnight (4 °C + 1), na qual foi vertida na
solucdo MP com auxilio de um funil, sendo denominada de MP/F4M.

2) L-Leucina: foi preparada uma solucéo de L-Leucina (0,3 g em 36 mL de agua
ultrapura) sob agitagdo magnética moderada a 37 ‘C por 60 minutos, até obter
completa solubilizacdo. Em seguida, essa solucao foi vertida na solugcdo MP com
auxilio de um funil, sendo denominada de MP/Leu.

Adicionalmente, foi testado um terceiro adjuvante de secagem, a quitosana:

3) Quitosana: a carga positiva da quitosana permitiu a retirada da L-Lisina e,
com isso, foi preparada uma solucao de quitosana (0,3 g em 99 mL de 4gua UP + 1
mL acido acético) sob agitacdo magnética moderada a 37 'C por 10 minutos. A
solucéo acidificada de quitosana (pH 4,5) foi vertida em solucdo de AAS e Fucoidana
com auxilio de um funil, sendo denominada de MP/Ch.

A tabela 2 mostra os componentes utilizados para cada formulagéo.
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Tabela 2 - Constituicdo das formulacdes utilizando a técnica de secagem por

aspersao.

Componente MP/FAM % MP/Leu % MP/Ch %

AAS 0,15 19,87 | 0,15 19,87 | 0,15 32,97
Fucoidana 0,005 0,66 | 0,005 0,66 |0,005 1,10
L-Lisina 0,3 39,74 | 0,3 39,74 | - -
Methocel™ 0,3 39,74 | ----mmm e | s e
FAM

L-Leucina  ----em e 0,3 39,74 | ------m- -
Quitosana = e mmeen e e 0,3 65,93
Propilenoglicol 2 - Y el e
Acetona 1 - 1 - 1 -
Acido acético --------  mreemem | sreemeen e 04 -
%

H20 97 - 97 - 98,6  -------
Solidos totais 0,755 100 [0,755 100 [ 0,455 100

Os valores apresentados representam as concentra¢cdes em gramas (g) de soluto e
mililitros (mL) de solvente.

Abreviaturas: % = Porcentagem do constituinte levando em conta os soélidos totais
de formulagéo; AAS = Acido acetilsalicilico. MP/F4M = Formulag&o de microparticulas
contendo HPMC F4M; MP/Leu = Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina;
MP/Ch = Formulacdo de microparticulas contendo quitosana.

4.3.3 Caracterizacéao fisico-quimica dos sistemas de liberagcdo de pos inalaveis

As formulacbes de pos inalaveis obtidos (MP/F4AM; MP/Leu e MP/Ch) foram
analisadas inicialmente quanto ao tamanho de particula, distribuicdo granulométrica,
rendimento, morfologia, teor, estabilidade e pureza de pico. Todas as analises foram

realizadas em triplicata, utilizando 3 lotes distintos para cada formulacao (n = 3).

4.4.3.1 Determinacao do diametro médio de particula e distribuicdo granulométrica
dos pés inalaveis
Foi utilizada a técnica de difracdo de laser através da via seca com auxilio do

equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments®, Reino Unido), em associacéo
a unidade Scirocco® 2000 dry powder feeder (Malvern Instruments®, Reino Unido), na
gual o meio dispersante € constituido por uma corrente de ar comprimido. O indice de
refracdo (IR) utilizado considerou o material em maior quantidade na particula: HPMC,
L-Leucina ou quitosana (1,336; 1,460 e 1,345, respectivamente). As analises foram
realizadas com obscuragdo minima do laser a 2% e os resultados apresentados como
DP de trés
homogeneidade e reprodutibilidade. A partir da analise por volume, foram obtidos os

a media * lotes diferentes, permitindo avaliar parametros de

valores de dio, dso e doo, que correspondem a 10, 50 e 90% da populacéo total de
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particulas, respectivamente, Ds,3 (média ponderada do tamanho das particulas) e

SPAN. O rendimento foi calculado conforme citado anteriormente.

4.4.3.2 Analise morfoldgica
A morfologia de superficie das particulas foi analisada através de microscopia

eletronica de varredura (MEV) (EVO MA10), no Centro de Microscopia Eletrénica da
UFRGS. As formulagdes pulverulentas ou constituintes da formulacao foram fixadas
em stubs, com auxilio de fita adesiva, e metalizadas com carbono. A metalizagdo com
carbono visou a realizagdo da espectroscopia de raios X por dispersdo em energia
(EDS). As analises foram realizadas em diferentes magnificagdes a 7 kV. Para uma
mistura de trés lotes diferentes de cada formulacéo.

Na analise morfoloégica, os componentes em comum para as MP foram
analisados separadamente de forma a observar possiveis modificacbes estruturais
apos processo de secagem (AAS; AS; L-lisina e fucoidana). Além disso, MP/Leu;
MP/FAM; MP/Ch também foram analisadas (para fins de comparacao, a formulacéo

sem adjuvantes de secagem — MP foi considerada)

4.3.3.3 Determinacéo da concentracao de AAS e padronizagéo das extracoes
O método foi validado para a quantificacdo de AAS elou AS presente nas

microparticulas por HPLC-UV com auxilio de um cromatégrafo Perkin EImer®, coluna
Waters Nova-Pak® (C18, 4 um, 3,9 x 150 mm) e pré-coluna do mesmo fabricante. A
fase modvel utilizada consistiu em mistura de agua ultrapura, acetonitrila e acido
fosforico na proporcao 40: 60: 0,2 (v/ v/ v). As condicBes cromatograficas foram:
volume de inje¢éo 10 pL, vazao de 0,8 mL/min, deteccdo em UV 237 nm e tempo de
andlise de 3 minutos (Material Suplementar 8.1.1).

Considerando a porcentagem de AAS no p6 em cada microparticula, foi
realizado um screening com objetivo de padronizar o melhor método de extracao,
transferindo 2 mg de p6 para um baldo volumétrico de 10 mL, com analises de:

a) Diferentes solventes e concentracdes, assim como ordem de adicéo dos

solventes:
a. acido aceético 0,4 %;
b acetonitrila: agua na proporc¢ao 50:50;
C agua + 2 % de propilenoglicol: acetonitrila na proporgéo 50:50;
d. acetonitrila: 4gua + 2 % de propilenoglicol na propor¢éo 60:40;
e acetonitrila: 4gua + 2 % de propilenoglicol na propor¢éo 40:60;
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f. acetonitrila: agua + 2 % de propilenoglicol na proporc¢éo 70:30;
g. acetonitrila: agua + 2 % de propilenoglicol na proporc¢éo 30:70;
h acetonitrila: 4gua + 2 % de propilenoglicol na propor¢éo 80:20;
I acetonitrila: agua + 2 % de propilenoglicol: acido fosforico na proporcao

60:40:0,02;

J- acetonitrila: agua + 2 % de propilenoglicol na proporcéo 60:40.

b) tempo de sonicacao em ultrassom e
a. 30, 60, 90 e 120 minutos.

C) temperatura variavel,

a. 37,40 e 45 °C.

Por fim, as amostras foram filtradas (0.45 um, Millipore, USA) e analisadas por
HPLC-UV em método previamente descrito. A validacdo do método esta presente no

Material Suplementar 8.1.1.

4.3.3.4 Estabilidade do AAS nas microparticulas
Para determinar a estabilidade do sistema, as mesmas formulagbes foram

analisadas quanto ao teor durante 28 dias, com intervalos de 7 dias, onde o AAS foi
extraido na forma padronizada no topico anterior (4.3.3.3 Determinacdo da
concentracdo de AAS e padronizacdo das extracdes). Excepcionalmente, a

formulacdo MP/F4M foi reavaliada ap6s 90 dias de producéo.

4.3.3.5 Pureza de pico
Devido a necessidade de observar possiveis interferéncias de produtos de

degradacéo, foi realizada a pureza de pico. O método para pureza de pico seguiu as
mesmas condicfes cromatograficas previamente demonstradas, com auxilio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (HPLC-PDA)

e software Agilent Chemstation®.

4.3.4 Quantificacdo da fucoidana nas microparticulas

A guantificacdo da fucoidana foi realizada com auxilio de um espectrofotdbmetro
SpectraMax 190° utilizando o software SoftMax Pro 6® (Molecular Devices®, USA) em

placa 96 pocos e solugéo de azul de dimetildimetileno (DMMB). O método consistiu
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em pipetar 40 uL da formulacéo dissolvida em agua, durante ultrassom por 2 horas,
seguida da adicdo de 160 pL de solucdo de azul de dimetilmetileno (DMMB),
ocasionando rapida mudanca de cor (azul para violeta). Além disso, o método nao
considerou 0os mesmos parametros da extracdo definidos anteriormente devido a
incompatibilidade da acetonitrila com o corante. Por fim, foi realizada leitura da placa
em 525 nm (BARBOSA et al., 2003; HALLE et al., 1993). A validacédo do método esta
descrita no Material Suplementar 8.1.2.

4.3.5 Perfis deliberacédo in vitro do AAS a partir das formulacdes desenvolvidas

utilizando capsulas de gelatina dura

O método utilizado para ensaios de liberacao in vitro para pequenas amostras
de pé do presente estudo foram desenvolvidos e padronizados por Zatta e
colaboradores (2018) seguindo normas estabelecidas pela ANVISA (RDC 166/17),
USP <1092> e USP <711>.

As amostras foram pesadas (MP/F4AM — 20 mg e AAS puro — 5 mg, sendo a
mesma concentragdo de farmaco presente na formulagdo) e transferidas para
capsulas de gelatina dura (N° 3). Com isso, foram envoltas em cinta de a¢o capaz de
manter a mesma no fundo do recipiente de dissolucao utilizando como meios o Fluido
Pulmonar Simulado (FPS; pH 7,4) e o Ringer (pH 7,4) (COLOMBO, MONHEMIUS,
PLANT, 2008; MARQUES, LOEBENBERG, ALMUKAINZI, 2011; PAI et al., 2016). O
recipiente de dissolugao foi mantido em banho a 37 £ 1 °C, sob agitagdo constante a
100 RPM. Aliquotas de 2 mL foram retiradas, filtradas (0.45 um, Millipore, USA) e
analisadas por HPLC-UV em método previamente descrito, com validac&o descrita no
Material Suplementar 8.1.1. As coletas foram realizadas nos intervalos de tempos de
3,6,9, 12, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos (ou até atingir 100% de
liberacdo), sendo o meio de dissolugéo reposto apos cada coleta (2 mL).

4.3.6 Perfis deliberagéo in vitro do AAS a partir das formulagbes desenvolvidas

utilizando p6 coeso

Considerando as normas da ANVISA (RDC 166/17), USP <1092> e USP
<711>, foram desenvolvidos um novo método e um pequeno aparato de dissolucéo
para caracterizar o perfil de liberac&o in vitro de formula¢des ou farmacos que:

o flutuavam em contato com os meios de dissolugéo ou
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o apresentam interacdo cruzada com as cépsulas de gelatina dura.

O novo método e aparato desenvolvidos foram objeto de patenteamento junto
ao INPI e ja estdo depositadas (ANEXO 10.2 - METODO DE DISSOLUCAO DE POS
E APARATO DISSOLUTOR).

Para tal, foi utilizado um compressor automatico de pés (forca de 6400 N; altura
inicial da prensa em 100 mm; quatro compressdes subsequentes a 90 mm) (TA.XT
plus Texture Analyzer - Stable Micro Systems®). O método de liberagcdo in vitro
utilizado foi o mesmo descrito anteriormente, diferindo-se apenas por utilizar pé coeso
ao invés de po confinado em capsula de gelatina dura, sendo validado para trés
diferentes lotes, utilizando o AAS puro como controle (Material Suplementar 8.2.1).

Com isso, foi possivel realizar os ensaios de liberagdo em Fluido Pulmonar
Simulado (FPS, pH 7,4); Fluido Lisossomal Artificial (FLA, pH 4,5); Ringer (pH 7.4);
Fluido Gastrico Simulado (FGS, pH 1,2) e Fluido Intestinal Simulado (FIS, pH 6,8)
(COLOMBO et al.,, 2008; MARQUES et al., 2011; PAIl et al.,, 2016). A Tabela 3
descreve constituicdo dos meios simulados.

O perfil de liberacdo do farmaco a partir das particulas foi avaliado ajustando
os dados experimentais a modelos matematicos com o auxilio do programa Micromath
Scientist® (versdo 2.0, Micromath® Inc., EUA) e a adequabilidade dos modelos
determinada pelos valores de critério de selecdo (MSC), coeficiente de correlacédo (r)
e melhor ajuste gréafico utilizando equacdo monoexponencial e biexponencial

(Equacéo 1 e 2, respectivamente).

Tabela 3 — Constituigdo do Fluido Pulmonar Simulado (FPS), Fluido Lisossomal
Artificial (FLA), Ringer, Fluido Géstrico Simulado (FGS) e Fluido Intestinal Simulado
(FIS).

FPS FLA Ringer \

MgClz . 6 H20 0,102 MgCl2 0,05 NacCl 8,59

NacCl 5,727 NaCL 3,21 CaCl 0,19

KCI 0,298 NazHPO4 0,071 KCI 0,30
Na2HPO4 anidro 0,142 Na2S04 0,039
Na2S04 anidro 0,142 CaCl2.2H20 0,128
CaCl2.2H20 0,368 Naz(CeHs0O7) . 0,077

2H20

CH3COONa .3 HO0 0,826 NaOH 6,00
NaHCOs3 2,604 CsHsO7 20,8
Nas(CesHs07) . 2H20 0,098 C2HsNO2 0,059
NazCsH40s 0,09
Cs3HsNaOs3 0,085
C3H3NaOs3 0,086
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pH 7,4 | pH 4,5 | pH 7,4

FGS FIS
HCI 7,0 KH2PO4 6,8
NaCl 2,0 NaOH 77
Pepsina 0,8 Pancreatina 10
pH 1,2 pH 6,8

Os valores apresentados representam as concentracdes em gramas (g) de soluto em
1000 mL de agua.
Abreviaturas: FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA = Fluido Lisossomal Atrtificial;
FGS = Fluido Gastrico Simulado e FIS = Fluido Intestinal Simulado.
Equacédo 1
Conc = 100e(~*0)
Equacéao 2
Conc = 100(1 — AC® 4 B=AD)

Onde, k,a e B sao constantes de velocidade e A é o percentual liberado na
etapa rapida e B o percentual liberado na etapa lenta, para o modelo biexponencial.

Também foi utilizado o modelo da Lei da Poténcia nos perfis de liberacdo para
obtencéo dos parametros a e n, para caracterizacdo do sistema de forma estrutural e
geomeétrica, além do mecanismo de liberacdo do farmaco (Equacéo 3).
Equacéo 3

ft=at"

Onde, ft representa a liberacao fracionada do farmaco, a € a constante que
incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas da forma farmacéutica
analisada e n é o expoente de liberacdo que indica 0 mecanismo de liberacdo do
farmaco.

Utilizando valor de n associado ao estudo desenvolvido por Siepmann e
Peppas (2012) foi possivel determinar o mecanismo de liberacdo do farmaco da
formulacdo de acordo com a Tabela 4 (SIEPMANN & PEPPAS, 2012).

Tabela 4 — Mecanismo de liberacdo de farmacos a partir de sistemas carreadores
baseados em hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) de acordo com o expoente de
liberacdo n relacionado a Lei das Poténcias (SIEPMANN & PEPPAS, 2012).

Expoente de liberacdo n Mecanismo de liberagao
Filme Cilindro Esfera
0,50 0,45 0,43 Difuséo fickiana
0,50<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo
1,0 0,89 0,85 Transporte caso I
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4.3.7 Desempenho aerodinamico in vitro

O desempenho aerodinamico in vitro foi determinado em Impactador em
Cascata de Andersen® (do inglés Dry Powder Inhaler Andersen Cascade Impactor —
ACI-DPI, Apparatus D, European Pharmacopeia, Copley Scientific Limited®,
Alemanha), o qual mimetiza o trato respiratorio humano, permitindo avaliar o perfil de
deposicao in vitro das particulas.

Este equipamento é composto por oito estagios (zero a sete) mais o filtro, com
placas de impactagéo circulares conectadas a um controlador de fluxo de ar e bomba
de vacuo, que simulam uma respiracdo normal e o possivel comportamento da
formulacdo ap6s administracdo (boca) até os ramos mais profundos do pulméo
(alvéolos). Amostras da formulacdo MP/F4M (20 mg, correspondendo a 5 mg de AAS)
e do farmaco AAS puro (5 mg) foram pesadas e transferidas para capsulas de gelatina
dura (N° 3) antes de iniciar o experimento. Em seguida, foram inseridas em inalador
(Aerolizer®, Novartis), perfuradas duas vezes, e iniciado o ensaio (fluxo de ar = 28,3
L/min, por 4 segundos, simulando a respiracdo de uma pessoa sadia) (ZATTA et al.,
2018). A concentracdo de farmaco em cada estagio foi determinada aplicando o
meétodo de extracdo previamente padronizado e quantificado em HPLC-UV.

A partir desta analise foi possivel avaliar parametros de uniformidade e fluxo
dos pos, bem como performance aerodinamica de acordo com as propriedades de
Fracao de Particulas Finas (FPF — soma do farmaco recuperado nos estagios 2 ao 7
+ filtro dividido pela recuperacéo do farmaco total), Fracdo Respiravel (FR — soma do
farmaco recuperado nos estagios 2 ao 7 + filtro dividido pela soma do farmaco
recuperado nos dos estagios 0 ao 7 + filtro) e Dose Emitida (DE — concentracdo do
farmaco retido na cpsula menos a soma do farmaco recuperado nos estagios 0 ao
7). Os valores expressos foram calculados de acordo com equacdes ja descritas na
literatura (MEENACH et al., 2013), com algumas modificacdes (ZATTA et al., 2018).

4.3.8 Caracterizacéo das propriedades mucoadesivas in vitro

A mucosa utilizada nos ensaios foi proveniente de eséfago suino, doados pelo
matadouro Ouro do Sul®. O esdfago suino foi aberto e a parte interna limpa
suavemente com agua ultrapura para retirar residuos de alimentos e cortado em
pedacos de 16 cm? aproximadamente, embalando-os em papel aluminio e
armazenados sob refrigeracéo a -4 °C por no maximo um més.
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Os ensaios posteriores foram realizados para observar possivel adesao/

interacdo da formulagédo com a mucosa.

4.4.8.1 Perfil de lavabilidade em mucosa esofagica suina
O experimento foi realizado em célula de Franz modificada, com canal de

entrada e saida de solucéo de lavagem, acoplada a uma bomba de fluxo (FRANK et
al., 2014; ROSSI et al., 1999; ZATTA et al., 2018). Neste estudo foi utilizado como
meio receptor o FPS e mucosa esofagica de suino como membrana. Sobre a mucosa,
foi adicionada 20 mg da formulacdo MP/F4M (que corresponde a 5 mg de AAS) ou
AAS puro, na mesma quantidade e entéo iniciado o fluxo de lavagem (0,2 mL/min)
simulando a acdo do fluxo de clearance pulmonar. A célula foi mantida em banho
termostatizado a 37 = 1 °C sob agitacdo moderada durante o periodo de experimento.
Amostras foram coletadas a partir do canal de saida nos tempos 5, 10, 15, 20, 30, 40,
60, 90, 120, 150, 180, 240, 270 e 300 minutos e analisadas em HPLC-UV para
determinacao da concentracdo de farmaco lavado em fun¢éo do tempo (Validagéo do
meétodo no Material Suplementar 8.3.1). Ao final do experimento, a mucosa esofagica
foi tratada para determinar a concentracdo de farmaco retido e o meio receptor foi
filtrado e analisado a fim de verificar a capacidade de permeacdo das amostras

testadas para fins de comparagcdo com o ensaio de permeacao in vitro.

4.4.8.2 Avaliacdo da permeacao in vitro
A avaliacdo da capacidade de permeacdo e penetracdo da formulacdo foi

realizada em Célula Automatica de Franz (FRANK et al., 2014; ZATTA et al., 2018),
utilizando como membrana a mucosa esofagica de suino. A célula utilizada possui
area de 3,1 cm2 e comporta cerca de 7 mL de meio no compartimento receptor. Os
cortes da mucosa foram interfaces dos meios doador e aceptor da célula de Franz. A
capacidade de permeacéo foi avaliada em FPS (pH 7,4). A quantidade de amostra
utilizada foi de 20 mg de formulacgéo (cerca de 5 mg de AAS), afim de cobrir toda area
de mucosa em contato com o meio receptor.

A formulagéo foi pesada e disposta na face superior da mucosa e o sistema foi
fechado e mantido sob agitacdo a 37 °C + 1 °C. O fluxo do farmaco a partir da
formulacdo através da mucosa foi calculada pela determinacdo da concentracédo do
farmaco no liquido aceptor, em tempos previamente determinados (30, 60, 120, 180,
240, 300 e 360 minutos), utilizando-se HPLC-UV (Validacdo do método no Material
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Suplementar 8.3.1). Ap6s o término do experimento, a mucosas foram tratadas a fim

de determinar a concentracdo de farmaco retido.

4.4.8.3 Adsorgdo de mucina
O potencial da formulacdo MP/F4AM de se adsorver & mucina e a eficiéncia

desta ligacéo foram avaliadas pelo ensaio de adsor¢éo de mucina, utilizando mucina
de estbmago suino (Sigma-Aldrich®). O p6 obtido na auséncia de HPMC foi utilizado
como controle (MP/aF4M). Para este experimento foram preparadas disperses
aquosas de mucina em diferentes concentracdes (200, 250, 300 e 350 pug/ mL) com
uma concentracéo conhecida da formulacao (20 mg). As solugdes foram agitadas em
vortex e deixadas em banho termostatizado a 37 °C durante uma hora. Em seguida,
as dispersdes foram centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos e recolhido 1 mL do
sobrenadante para determinagdo da concentracdo de mucina livre. A concentracao
proteica livre nos sobrenadantes das solugfes foi mensurada através do método de
Lowry, com auxilio de um espectrofotdbmetro SpectraMax 190® utilizando o software
SoftMax Pro 6® (Molecular Devices®, USA) com absorbancia de 749 nm conforme

reportado por Zatta e colaboradores (2018).

4.3.9 Ensaios antihemostaticos in vitro

Os ensaios antihemostaticos in vitro e ex vivo, assim como 0S ensaios
antitrombdticos in vivo foram desenvolvidos em periodo sanduiche no laboratério de
Hemostasia Experimental (LabHex), da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob
supervisao do Professor Doutor Plinio Cunha Sathler. Adicionalmente, alguns ensaios
antihemostaticos in vitro foram realizados no laboratério de Bioquimica
Farmacologica, do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob supervisdo do Professor
Doutor Markus Berger de Oliveira.

Amostras de sangue humano foram obtidas de doadores adultos, saudaveis,
de ambos os sexos, que nao fizeram uso de medicamentos ou outras substancias que
pudessem interferir no experimento (ex. alcool e entorpecentes) pelo periodo minimo
de 15 dias ap6s anamnese e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(APENDICE 9.1 — TCLE). O sangue foi coletado por punc¢éo venosa da veia braquial
meédia, com auxilio de scalp 21 e seringa de 20 mL, em citrato 3,8%, na propor¢cao de
9 volumes de sangue para 1 volume de citrato, obedecendo os seguintes critérios e
inclusao e exclusao de doadores:
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Critérios de inclusdo dos doadores
eSerem maiores de 18 anos;
eApresentarem coagulograma dentro dos valores de
referéncia com INR < 1,3.
Critérios de excluséo dos doadores
eFazerem uso de qualquer farmaco que influenciasse no
sistema hemostatico (ex. anticoagulantes e antiagregantes
plaquetérios);
e Apresentarem qualquer distdrbio do sistema hemostatico;
e Apresentarem coagulograma com INR > 1,3.

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugacéo do sangue total
em 1000 RPM por 10 minutos enquanto o plasma pobre em plaquetas (PPP), por
centrifugacéo do PRP a 3500 RPM por 15 minutos (LOURENCO et al., 2017; SAITO
et al., 2016).

4.4.9.1 Ensaios de coagulacdo plasmatica in vitro
Os ensaios tiveram como objetivo analisar a atividade anticoagulante da

fucoidana pura ou presente na formulacdo MP/F4M, assim como a capacidade de
algum componente da formulagdo em interferir no tempo de coagulacao.

Para os ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e de tempo
de protrombina (PT), foram formados pools com amostras de plasma citratado de seis
doadores que ndo apresentavam disturbios no sistema hemostético expresso pelo
INR (razdo normalizada internacional) igual ou inferior a 1,3. Os ensaios foram
realizados em triplicata utilizando um analisador de coagulacdo CoagLab® IV (Beijing
Shining SunTechnology Co. ®, China), de acordo com as instrucdes do fabricante
(WAMA Diagnostics®) e segundo protocolo proposto por Saito e colaboradores
(LOURENCO et al., 2017; SAITO et al., 2016).

No ensaio de aPTT, 97 uL de PPP juntamente com 3 pL da formulacao
MP/F4M, fucoidana pura ou controles (Agua ou rivaroxabana — 40 pg/mL), foram
previamente incubados por 15 minutos em condicbes ambiente e, posteriormente, por
2 minutos a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 100 pL de cefalina (1,2 mg/mL),
sendo incubados por dois minutos e a reacao foi disparada com 100 uL de CaCl2 0,025
M, em um volume final de 300 uL, sendo determinado e monitorado o tempo de

coagulagéo do plasma em segundos a 37 °C (LOURENCO et al., 2017; SAITO et al.,
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2016). Para o ensaio de PT foi mantido o protocolo, sendo que ao final, a reacéo foi

disparada com 100 pL de tromboplastina calcica (2,5 mg/mL).

4.4.9.2 Ensaios de agregacéao plaquetéria in vitro
Os ensaios objetivaram analisar a atividade antiagregante plaquetéria do AAS

e a atividade pro-agregante plaquetéaria da fucoidana, pura ou presente na formulacéo
MP/F4M, assim como a capacidade de algum componente da formulacédo em interferir
na agregacao plaquetaria.

A agregacéo plaquetéaria foi monitorada utilizando-se um agregémetro Pack-4®
(Helena Laboratories®, USA) seguindo o método turbidimétrico de Born e Cross
(BORN & CROSS, 1963; SAITO et al., 2016; LOURENCO et al., 2017).

A agregacdo plaquetaria foi iniciada adicionando-se 10 pL de acido
araquiddnico (ARA - 500 uM) a cubetas contendo 287 uL de PRP e 3 uL da formulagao
MP/F4M, AAS ou fucoidana puras, previamente incubados por 2 minutos a 37°C. Os
ensaios de agregacao plaguetaria foram realizados em triplicata em um total de seis
experimentos independentes e os dados obtidos foram descritos em porcentagem de
agregacao * desvio padrao.

Além disso, como a fucoidana foi descrita como um novo agonista para
agregacao plaquetaria por Manne e colaboradores (2013), diferentes concentracées
da fucoidana foram utilizadas como agonista afim de analisar este perfil (MANNE et
al., 2013a).

4.4.9.3 Avaliacdo da atividade hemolitica in vitro
Para verificar a hemocompatibilidade da formulagdo e seus componentes,

optamos por avaliar o grau de lise eritrocitaria através da mensuracao da hemoglobina
livre ap6s um periodo de incubacéo de 3 horas com auxilio de um espectrofotdmetro
SpectraMax 190® e o software SoftMax Pro 6® (Molecular Devices®, USA).

Nesta trabalho, foi modificada a metodologia proposta por Bauer e
colaboradores (BAUER et al., 2012), na qual a liberagédo da hemoglobina oriunda de
células eritrocitarias danificadas € medida em uma placa de 96 pocos, com fundo
chato, em um comprimento de onda de 540 nm. Agua e Triton X-100 foram utilizados
como controle negativo e controle positivo, respectivamente.

Os eritrocitos foram lavados com 1,5 mL de PBS e centrifugados a 2500 rpm
por 15 minutos. Entdo, o sobrenadante foi descartado e o processo repetido duas

vezes. ApoOs a lavagem, os eritrocitos foram ressuspensos em 5 mL de PBS. Em
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seguida, 540 uL da solucdo concentrada de eritrécitos foram adicionados a um
microtubo contendo 60 uL da formulagao (MP/F4M) e também da formulacéo branca
(MP/FAM B) sob diferentes concentracdes e incubadas a 37°C por um periodo de trés
horas. Apés este periodo as amostram foram centrifugadas a 2500 rpm e o
sobrenadante foi avaliado, em triplicata, por espectrofotometria a 540nm em placa 96

POCOS.

4.4.9.4 Ensaio de adeséao plaquetéria in vitro
O ensaio de adeséo plaquetéria foi realizado conforme descrito por Bellavite e

colaboradores (1994) com algumas modificagBes. A proteina recombinante humana
PSGL-1/CD162 Fc (R&D Systems®, USA), que apresenta ligacdo especifica para P-
selectina foi utilizada em conjunto com a fucoidana livre, formulacdo branca (MP/F4M
B) e formulacdo (MP/F4M), incubando o respectivo po¢o com plaqueta lavada ativada
para a analise da adesao competitiva.

A técnica da plaqueta lavada foi realizada com o intuito de retirar elementos do
sangue que poderiam interferir na agregacédo plaguetaria induzida por trombina e
consequentemente especificidade do método de adesdo competitiva (GIBBINS &
MAHAUT-SMITH, 2004). Para tal, foi utilizado: (B) tampao Tyrode de lavagem e (C)
tampéao Tyrode de ressuspensao, preparados a partir de uma solugéo geral (A), como
indicado na Tabela 5.

O PRP foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos e em seguida o
sobrenadante foi descartado e as plaguetas foram ressuspensas em 8 mL do tampéao
B. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes e, ao final, as plaguetas foram
ressuspensas no tampéao C (GIBBINS & MAHAUT-SMITH, 2004).

Para o presente ensaio, uma placa de 96 pocos com alta afinidade a proteinas
foi utilizada (Flacon®, USA), empregando albumina (2 mg/mL) e PSGL-1 como
controles, com incubagéo overnight a 4 °C e 1 hora a 37 °C, com duas lavagens com
NaCl 0,9 %. Entdo, 100 pL de plaqueta lavada ativada (concentracdo de plaquetas
igual a 2,5 x 108, ativadas com 10 pL de trombina a 1NIH e incubadas com diferentes
concentragbes de fucoidana pura ou formulagcdo MP/F4M, na proporcdo 1:1) foi
adicionada aos pocos e a placa incubada a 37 °C por 30 minutos. Ao final da
incubacéo, os pocos foram lavados duas vezes com NaCl 0,9 % e cada um recebeu
100 pL de tampéo citratado 0,1 M, pH 5.4, contendo 5 mM de p-nitrofenil fosfato e 0,1

% de Triton X-100 para analisar a atividade da fosfatase acida plaquetaria. A placa foi
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incubada por mais uma hora em condi¢cdes ambiente e a reacéo foi parada com 50 pL
de NaOH 2 M. A concentracao de p-nitrofenol produzido pela reacdo foi mensurado a
405 nm utilizando um leitor de microplacas SpectraMax 190® e o software SoftMax
Pro 6® (Molecular Devices®, USA) e o nimero de plaquetas aderentes foi calculado
através de uma curva de calibracdo obtida com numero conhecido de plaquetas

lisadas, contado em camara de Neubauer (Material suplementar 8.4.1)

Tabela 5 — Preparacéo dos tamp0@es para o ensaio de agregacao plaquetéria induzida
por trombina.
(A) Tampéo Tyrode geral

NaCl 4,09

Eglﬁcos 4712259”] (B) Tampéo Tyrode de (C) Tampéao Tyrode

NasPOH 12 468 mg Lavagem de Ressuspenssao

Hzé b ©md Solugdo A 250 Solugéo A 250 mL
mL

MgCl2. 6 H20 101,5 mg .

Glicose 495 mg PH 5.5 PH -2

BSA 1,75 mg : ’ ;

Agua destilada 500 mL Fonte: GIBBINS & MAHAUT-SMITH, 2004

4.4 ENSAIOS IN VIVO E EX VIVO

Os experimentos envolvendo animais foram realizados utilizando ratos Wistar
machos e fémeas (250 - 300 g). Todos os ensaios envolvendo animais foram
realizados de acordo com as normas do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal) (COBEA, 1991), Vogel e Vogel (VOGEL & VOGEL, 1997) e
Committee on Animal Research and Ethics (CARE, 2012). Ainda, foram submetidos
ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, sendo aprovado sob numero 002/19 (Anexo 10.1). Os animais foram
mantidos em condicdes de higiene adequada, com ragado e agua ad libitum em sala
projetada para 0 mesmo.

Nos ensaios in vivo, 0s ratos foram mantidos em jejum por um periodo de 1
hora e entdo anestesiados com uma solu¢ao de quetamina / xilazina (1,25 g/kg) por
injecdo intraperitoneal para inicio do ensaio. A formulagdo ou controles foram
administrados por via intratraqueal com auxilio de um cateter, sem tragueostomia,
conforme exposto por LIZIO e colaboradores (2001) com algumas modificagdes no
aparato utilizado.

Os grupos de tratamento foram, contendo seis animais por grupo:
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() controle negativo (insuflagcdo de 2 mL de ar);
(D) MP/FAM,;

(1 MP/FAM branca e

(V) farmaco AAS puro.

Foi realizada anélise histologia e histopatologica de todos os animais mortos,
detectando a integridade ou ocorréncia de dano tecidual dos pulmdes, coracéo,
figado, rins, estbmago e intestino delgado. Os tecidos foram avaliados de modo
semiquantitativo quanto a presenca de hiperemia, hemorragia e inflamacao, como
descrito na literatura (GAUTIER, 2010; LI et al., 2012; RUEHL-FEHLERT et al., 2003;
TREUTING & DINTZIS, 2011).

4.4.1 Avaliacdo do potencial antiagregante plaquetéario ex vivo

O sangue dos ratos Wistar machos e fémeas (250 - 300 g) tratados foi captado
por puncéo cardiaca utilizando seringas descartaveis e adicionados a tubos falcon
com proporcao de 1:100 de heparina (40 mg/mL). O plasma rico em plaquetas (PRP)
foi obtido por centrifugagdo do sangue a 1000 rpm, por 10 minutos, e em seguida o
mesmo foi centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos para obtenc&o do plasma pobre
em plaquetas (PPP). Além disso, foi necessario realizar diluicdo do PRP devido a
grande concentracdo de plaquetas presentes, utilizando o tampao Tyrode empregue
na plaqueta lavada.

Inicialmente, 135 pL de Tyrode foi adicionado a cubetas especificas, além de 5
UL de cloreto de calcio 1M. Em seguida, 150 pL de PRP foi adicionado e a reacao foi
disparada adicionado 10 pL de ADP (3 uM) ou colageno (5 pg/mL). A agregacao
plaquetaria foi monitorada utilizando-se um agregobmetro Pack-4® (Helena
Laboratories, USA), seguindo o método turbidimétrico de Born e Cross. (BORN &
CROSS, 1963; PIERDONA et al. 2014) e os ensaios foram realizados em um total de

seis animais.

4.4.2 Avaliacdo do perfil antitrombadtico in vivo através do ensaio de trombose

arterial induzida por cloreto férrico

Esse ensaio é baseado em injuria endotelial local, que é sensivel para farmacos
anticoagulantes e antiagregantes plaquetarios. A trombose na artéria carétida foi

induzida pelo método proposto por Li, Mcintyre e Silverstein (LI, MCINTYRE,
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SILVERSTEIN, 2013). A artéria carétida direita foi isolada através de uma inciséo na
linha mediana cervical e um disco de papel Whatman (1 x 2mm) embebido em uma
solugéo de cloreto férrico (20 %) foi aplicado na artéria por um periodo de trés minutos.
Imediatamente apos a retirada do papel Whatman, a artéria carétida foi lavada com
400uL de salina e uma sonda de fluxo ultrasénico (modelo 0,5 VB; Transonic Systems
Inc., Ithaca, NY, E.U.A.) foi justaposta em volta da artéria para afericdo do tempo de
formacdo do trombo (oclusdo total). Os grupos foram o0s mesmos citados
anteriormente com administracao intratraqueal e oral.

Além disso, para observar os efeitos de uma administracdo prolongada
(crénica), foram realizados ensaios com uma administracdo por dia, durante trés dias
(72 horas). Os resultados foram expressos em tempo de oclusdo (minutos), sendo

considerado ndo-oclusdo um periodo maior ou igual a 60 minutos.

4.4.3 Avaliacdo do potencial hemorragico in vivo através do tempo de

sangramento

Para avaliar o tempo de sangramento in vivo, apos total indugcédo anestésica, a
cauda do animal foi cortada a 5 mm da sua extremidade e imersa em um tubo falcon
contendo 10 mL de reagente de Drabkin (Bioclin®). O reagente de Drabkin lisa a
hemacia e transforma a hemoglobina em cianometahemoglobina, descrita na literatura
como estavel. A densidade 6ptica foi analisada com o auxilio de um espectrofotdmetro
(SpectraMax® 190, Molecular Devices®) a 420 nm, de trés em trés minutos em um
total de 30 minutos, transferindo 100 pL do tubo falcon para uma placa 96 pogos, em
guintuplicata. Essa quantidade foi reposta ao final de cada intervalo de tempo e a
guantidade de hemoglobina foi obtida utilizando-se a seguinte equacao:

Quantidade de hemoglobina (g/dL) = Absorbancia da amostra x FT

O fator de calibracdo (FT) foi obtido dividindo a concentracdo do padrédo de
hemoglobina (Bioclin®) com a absorbancia do padrdo, como descrito na metodologia
do kit. Foram utilizados seis animais para cada formulacéo e a massa de hemoglobina
perdida foi determinada (ELG, GUSTAFSSON, CARLSSON, 1999; FRATTANI et al.,
2013; LIU et al., 2012; SONG, WANG, ZHAO, 2012), com o0s grupos citados

anteriormente no ensaio de trombose arterial.
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4.4.4 Histologia e analise histopatoldgica

A histologia e analise histopatologica foram desenvolvidas em no laboratoério de
Histologia sob supervisdo da Professora Doutora Nadia Campos de Oliveira Miguel e
da doutoranda Priscila Furtado, do LabHex, ambas da Universidade Federal do Rio
de Janeiro.

Para realizar a analise histopatoldgica foram analisadas regi6es em comum em
cada lamina, considerando &reas semelhantes com presenca de estruturas

especificas de cada 6rgdo, de forma a realizar uma descricdo geral delas.

4.5.4.1 Preparo das amostras
AplOs a necropsia, o pulmdo, coracdo, figado, rins, estbmago e intestino

delgado foram retirados e dispostos em cassetes plasticos devidamente identificados.
A fixagcdo dos 6rgéos foi realizada em paraformoldeido tamponado a 5% durante um
periodo de 48 h. O volume do fixado utilizado para esta etapa foi 20 vezes maior do
gue o dos 6rgdos. As amostras foram preparadas, segundo a rotina para crioprotecao,
sendo imersas durante 48 horas em cada uma das seguintes solucdes: (1) Sacarose
10 % (2) Sacarose 20 % e (3) Sacarose 30 %. Os cortes histoldgicos foram realizados
em criotomo com espessura de 10 um e corados por Hematoxilina de Harris e Eosina
(Ll etal., 2012).

4.5.4.2 Coloracdo por Hematoxilina-Eosina
Os cortes do pulmao, coracéo, figado, rins, estbmago e intestino delgado dos

ratos dos diferentes grupos experimentais foram corados por hematoxilina-eosina,
conforme as seguintes etapas: a) hidratacdo, com imersdes por 30 segundos em
solucdes de alcool absoluto a 100% | e Il, &lcool 90% e alcool 80% b) impregnacéao
pelos corantes, com prévia lavagem em &gua corrente por um minuto e,
posteriormente, |) solucdo de eosina alcoolica 1% por um minuto; (II) A&gua corrente
por 30 segundos; (lll) solucdo de Hematoxilina de Harris por um minuto; (IV) agua
corrente por 30 segundos; (V) desidratacdo em banhos em alcool 90%, 80% e 70%
por trinta segundos em cada etapa e (VI) clarificagdo em banhos de xilol e selamento
(RUEHL-FEHLERT et al., 2003; GAUTIER, 2010; TREUTING & DINTZIS, 2011; LI et
al., 2012).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA
Para a andlise estatistica utilizou-se o software SPSS 14.0 for Windows
aplicando-se a andlise de variancia (ANOVA), e na sequéncia o teste de Tukey, sendo
um valor de p < 0,05 considerado significante. Todos os resultados foram expressos

como a média + desvio padrao quando aplicavel.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTABILIDADE DO AAS EM AGUA

Foi realizado um ensaio de estabilidade do AAS com misturas de diferentes
concentracfes de propilenoglicol em agua. Os resultados evidenciaram que a
presenca de propilenoglicol a 2% foi capaz de manter o AAS estavel por 8 horas
(periodo da maioria dos experimentos expostos) (Figura 18). Desta forma, adotou-se
tal medida para todos os estudos posteriores.

Estabilidade do AAS em agua por 8 horas
100% T

90% -
80% -

70% +

60% +

Concentracédo de farmaco (%)

50% I I I I I f f |
Tempo (h)

---@---Semprop —e -0,5%Prop —e—1%Prop --@--2% Prop

Figura 18 — Estabilidade do acido acetilsalicilico (AAS) com ou sem agente anti-
hidrolitico (propilenoglicol).
Abreviaturas: Prop = Propilenoglicol.

5.2 DELINEAMENTO DA FORMULACAO DE PO INALAVEL CONTENDO AAS E
FUCOIDANA

Inicialmente, foram desenvolvidas formulacbes com poloxamer 188 (FP),
deoxicolato de sodio (Fds) e cloreto de benzalcénio (Fcb).

As formulacdes contendo poloxamer 188 (Pluronic® F-68) independentemente
de sua concentracdo e parametros de solubiliza¢éo (tempo de agitagédo ou sonicacdo),
demonstraram ser inexequiveis quanto a coleta dos pds apos secagem devido a forte
aderéncia dos mesmos na parede do equipamento, onde apenas a FP3 apresentou

algum rendimento no processo de secagem (10%) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Constituintes das formulacfes para secagem, assim como parametros
utilizados para solubilizacéo.

Constituintes Parametros

Formulagdo Poloxamer 188 AAS(g) TA Sonicacao Rendimento
(9) (min)  (min) (%)

FP1 0,10 0,15 50 40 0

FP2 0,25 0,15 50 40 0

FP3 0,50 0,15 50 40 10

FPa 0,25 0,15 60 30 0

FPs 0,25 0,15 40 50 0

FPs 0,25 0,15 30 30 0

Abreviaturas: FP = Formulacdo contendo Poloxamer 188 (Pluronic® F-68); AAS =
acido acetilsalicilico; TA = tempo de agita¢do; g = gramas e min = minutos.

Para formulacdes contendo deoxicolato de sodio (Fds) e cloreto de benzalconio
(Fcb) procedeu-se com a metodologia citada anteriormente. Entretanto, a dificuldade
de solubilizacdo e formacéo de um gel impossibilitou a continuacdo do processo de
secagem, evidenciando incompatibilidade destes produtos com o sistema
desenvolvido. Logo, o delineamento do sistema carreador contendo AAS e fucoidana
foi conduzido considerando suas caracteristicas de solubilidade e carga ibnica.

Compreende-se que o AAS apresenta valor de pKa = 3,41 (MarvinSketch®,
DrugBank®), desta forma, em pH = 5,0 (pH aproximado de trabalho), a maior parte da
concentracdo de AAS esta ionizado negativamente, e que a fucoidana é um
polissacarideo anibnico. Baseado em um estudo anterior do grupo, buscou-se um
ligante capaz de interagir quimicamente com ambos visando a formagéo de um
complexo para a obtencdo das particulas (ZATTA et al., 2018). Neste sentido, a L-
Lisina, um aminoacido de natureza cationica, foi utilizada como mediadora da ligacéo
entre o AAS e a fucoidana.

A L-lisina exibe dois grupamentos amina em sua estrutura que Ihe confere
carga positiva, possibilitando a interacéo idbnica com estruturas de carga oposta como
0 AAS e a fucoidana (Figura 19) e formacao de um complexo de microparticulas (MP).

Para a formulacdo de microparticulas contendo L-Lisina (MP1-8) foi possivel
determinar que o tempo de agitacdo, assim como tempo de sonicacao por ultrassom
da formulacgao influenciava diretamente no rendimento, sendo que o melhor resultado

foi para a formulagcdo MP7 (25 %) (Tabela 7).
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Figura 19 — Esquema ilustrativo do possivel arranjo do sistema carreador baseado na
formacao do complexo por interacdo iénica (MP).
Fonte: SAITO et al., 2018.

Em seguida, foram utilizados 60 minutos de agitacdo (devido ao resultado

anterior), modificando a concentracdo do aminoacido (MPg-13). Além disso, a ordem
de mistura dos componentes da formulacéo foi alterada, onde:

Tabela 7 — Constituintes das formulagbes para secagem, assim como parametros
utilizados para solubilizacéo.

Constituintes Parametros
Formulacdo L-Lisina (g) AAS TA (min) Sonicacao Rendimento %
(9) (min)
MP1 0,25 0,15 50 40 14
MP2 0,25 0,15 50 40 15
MP3 0,25 0,15 50 40 13
MP4 0,25 0,15 50 40 15
MPs 0,25 0,15 40 30 15
MPs 0,25 0,15 30 30 16
MP7 0,25 0,15 60 0 25
MPs 0,25 0,15 30 0 23

Abreviaturas: MP = Formulagéo de microparticulas contendo L-Lisina; AAS = &cido
acetilsalicilico; TA = tempo de agitagdo; g = gramas e min = minutos.
— MP13: preparacao de uma solucéo de L-Lisina (0,3 g) + 10 mL de H20 + 2 mL

de propilenoglicol mantida sob agitacdo magnética moderada a 37 °C por 60 minutos
(solugcéo A). Apés, em um eppendorf, foi solubilizado o AAS (0,15 g) em 1 mL de
agua e 1 mL de acetona com auxilio de vortex por um minuto (solu¢éo B). A solucéo

B foi lentamente adicionada a solucdo A utlizando uma pipeta pasteur e
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permanecendo sob agitacdo magnética por mais cinco minutos e entdo, com auxilio
de um funil, uma solucdo aquosa de fucoidana (46 mL - 100 pug/mL) previamente
preparada foi adicionada continuando sob agitacdo por mais cinco minutos (solucéo
MP).

— MP14: modificagéo da ordem, onde a solugé&o A foi adicionada a solucgéo B;

— MP1s: solucdo de fucoidana solubilizada em conjunto com o AAS (solucgéo
B), seguindo os passos anteriores;

— MP1e: solubilizagéo de todos os componentes (0,3g de L-Lisina + 10mL de
H20 + 2mL de propilenoglicol 2% + 50 mL de uma solug¢édo aquosa de fucoidana em
conjunto (Tabela 8).

Tabela 8 — Constituintes das formulagbes para secagem, assim como parametros
utilizados para solubilizacéo.

Constituintes Parametros
Formulacdo L-Lisina (g) AAS TA (min) Sonicacao Rendimento (%)
(9) (min)

MPg 0,50 0,15 60 0 0
MP10 0,30 0,15 60 0 28
MP11 0,10 0,15 60 0 0
MP12 0,06 0,15 60 0 0
MP13 0,30 0,15 60 0 29
MP14 0,30 0,15 60 0 0
MP1s 0,30 0,15 60 0 0
MP16 0,30 0,15 60 0 27

Abreviaturas: MP = Formulacéo de microparticulas contendo L-Lisina; AAS = &cido
acetilsalicilico; TA = tempo de agitacdo; g = gramas € min = minutos.

Todas as formulacdes (MPo-13) mostraram resultados insatisfatérios quanto ao
rendimento (< 30 %), levando a adicao de diferentes adjuvantes nestas formulaces
de microparticulas (MP), como o Methocel® F4AM (MP/F4M), a L-Leucina (MP/Leu) e
a quitosana (MP/Ch).

A Figura 20 ilustra o possivel arranjo do sistema carreador apos adicdo desses
adjuvantes de secagem, sendo a estruturacdo da MP/F4M semelhante a MP/Leu,
enquanto a MP/Ch apresenta interagdo do adjuvante com o AAS e fucoidana, devido
as diferencas de cargas existentes nas matérias-primas.

Foi possivel observar que a adicdo destes adjuvantes de secagem melhorou o
rendimento do processo de secagem da formulagcédo, sendo semelhantes para as trés
formulacoes (MP/F4AM =55 £ 5 %; MP/Leu =52 + 3 % e MP/Ch =50 £ 7 %).
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Figura 20 — Esquema ilustrativo do possivel arranjo do sistema carreador baseado na
formacado de microparticulas por interacdo ibnica com adicdo do adjuvante de
secagem. A linha pontilhada indica possiveis locais de interacéo iénica.
Abreviaturas: AAS = 4cido acetilsalicilico; MP/FAM = Formulacao de microparticulas
contendo HPMC F4M; MP/Leu = Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina;
MP/Ch = Formulacdo de microparticulas contendo quitosana.

Fonte: SAITO et al., 2018.

53 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SISTEMAS DE LIBERACAO DE
POS INALAVEIS

5.3.1 Determinacdo do diametro meédio de particula e distribuicéo
granulométrica dos pos inalaveis
Os resultados evidenciaram que a MP/Leu apresentava 0s menores valores de

tamanho de particula e SPAN (1,460 £ 0,015 e 0,921 + 0,017, respectivamente). Por
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sua vez, MP/F4M e MP/Ch exibiram resultados semelhantes para o Dz (2,512 +
0,022 e 2,603 = 0,032, respectivamente), assim como para o SPAN (0,957 £ 0,012 e
0,951 + 0,023, respectivamente). (Figura 21 e Tabela 9)

Todas as formulagdes revelaram comportamento unimodal e distribuicdo de
tamanho de particula com estreito intervalo (SPAN < 1,3), além de rendimentos do
processo de secagem proximos entre si (aproximadamente 50%), conforme Figura
21 e Tabela 9.

14 } l vP/Leu
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0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Tamanho de particula (um)

Figura 21 — Tamanhos de particula obtidos pela técnica de difracdo de laser através
da analise por volume para as formulagfes de pGs inalaveis com diferentes adjuvantes
(n=3).

Abreviaturas: MP/FAM = Formulacdo de microparticulas contendo HPMC F4M;
MP/Leu = Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulagéo
de microparticulas contendo quitosana.

Tabela 9 — Diametro médio de particula e distribuicdo granulométrica
Tamanho de particula

Amostra Dio pm Dso pm Dgo pm Dra,3 um SPAN
MP/FAM 1,464 + 2,390+0,030 3,750+0,026 2,512 + 0,957 *
0,010 0,022 0,012
MP/Leu 0,883 + 1,383+0,013 2,157 +0,018 1,460 + 0,921 *
0,015 0,015 0,017
MP/Ch 1,513 + 2,485+0,030 3,875+0,045 2,603 + 0,951 *
0,035 0,032 0,023

Abreviaturas: MP/FAM = Formulacdo de microparticulas contendo HPMC F4M;
MP/Leu = Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulagéo
de microparticulas contendo quitosana

5.3.2 Andlise morfologica

Os resultados demonstraram que ambos, farmaco e produto de degradacéo

(AAS e AS, respectivamente), apresentavam-se em forma de bastéo e a fucoidana

como um aglomerado amorfo. De forma geral, todos os componentes tinham em sua
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constituicdo carbono, oxigénio e hidrogénio, sendo que apenas a fucoidana, por ser
um polissacarideo sulfatado extraido de algas marinhas, exibiu outros constituintes

(grande parte sendo enxofre) (Figura 22 e Tabela 10).

S I\ "\-( X 2] |as

500x | 200 um
Figura 22 — Microscopia eletronica de varredura (MEV): imagens obtidas dos
componentes utilizados para obtencdo das formulagdes de microparticulas (MP) em
diferentes aumentos. O aumento escolhido foi maior ou menor dependendo do caso
para melhor visualizagéo.
Abreviaturas: AAS = Acido acetilsalicilico; AS = &cido salicilico.
Em relacdo as microparticulas, foi observado que as particulas da formulacéo

MP (microparticula sem adjuvante de secagem) exibiram morfologia indefinida, o que
pode ter contribuido para a dificuldade de coleta do pé. Por outro lado, as particulas
da formulagdo MP/FAM apresentaram morfologia irregular com presenca de
concavidades (colabadas); MP/Leu, morfologia esférica com presenca de
invaginacdes (morfologia de hemacia) e MP/Ch, morfologia totalmente esférica. Para
as trés formulaces foi verificada superficie levemente rugosa (Figura 23).

Tabela 10 - Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS) com
identificacdo de diferentes elementos presentes em cada componente.

Elemento (%) AAS AS L-Lisina Fucoidana
Carbono 81,02 86,75 68,61 60,90
Nitrogénio 0,6 0,17 10,23 0,50
Oxigénio 18,38 13,08 8,10 12,90
Cloro - e 13,07 0,41
Sodio 0000 e e e 0,54



Magnésio = - e e 0,20

Aluminio e e e 0,50
Silicio === aeeeeem e - 0,93
Fosforo ~ sm e e 0,73
Enxofre ~ seeem e el 7.61
Céalcio = e e e 1,09
Massa total 100 100 100 100

Massa total em porcentagem (%).
Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico e AS = &cido salicilico.

Além disso, de acordo com a analise do campo total verificou-se auséncia de
estruturas com morfologia semelhante as matérias-primas analisadas, o que € um
indicativo de ndo haver excesso de farmaco nas formulagbes, ja que todos os
componentes passaram pelo processo de secagem de forma separada afim de
verificar estrutura semelhantes (Figura 23).

Em relacéo a analise do EDS, foi constatada pequena porcentagem de enxofre
proveniente da fucoidana, o que garante sua presenca nas diferentes preparacoes.
Também foi demonstrada presenca de cloro, o qual € decorrente da L-lisina e residuos
de agua (Tabela 11).

Tabela 11 — Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS) com
identificacdo de diferentes elementos presentes em cada formulacéo

Elemento MP MP/F4AM MP/Leu MP/Ch
(%)

Carbono ---—---- 69,33 85,25 73,06
Nitrogénio 34,42 16,75 4,85 10,34
Oxigénio 26,40 3,84 4,26 15,58
Cloro 39,18 9,07 5,58 0,57
Sédio = - e 0,54 0,42
Enxofre --—----- 1,01 0,05 0,04
Massa total 100 100 100 100

Massa total em porcentagem (%).

Abreviaturas: MP = Formulacdo sem adjuvante de secagem (L-Lisina + H20 +
propilenoglicol 2%); MP/FAM = Formulac¢édo de microparticulas contendo HPMC F4M;
MP/Leu = Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulagéo
de microparticulas contendo quitosana; AAS = &cido acetilsalicilico e AS = acido
salicilico.
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imagens obtidas das

Figura 23 — Microscopia
formulacfes apds processo de secagem. Aumentos de 100x, 5000x e 10000x.
Abreviaturas: MP = Formulacdo sem adjuvante de secagem (L-Lisina + H20 +

propilenoglicol 2%); MP/F4M = Formulacéo de microparticulas contendo HPMC F4M,;
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MP/Leu = Formulacao de microparticulas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulagéo
de microparticulas contendo quitosana.

5.3.3 Determinacao da concentracdo de AAS e padronizagéo das extracdes

Em relacdo a MP/Leu, o primeiro solvente (5 mL) foi adicionado a um baléao
volumétrico contendo o p6é e mantido sob ultrassom por 60 minutos, seguido da adicdo
de 5 mL do segundo solvente (quando aplicavel) até completar 120 minutos de
extracdo (Figura 24).

Screening extracdo MP/Leu
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Figura 24 — Recuperacado do AAS e AS (%) da formulacdo MP/Leu utilizando diferente
ordem e quantidade de solvente (n = 3). Proporcéo expressa em (v/ v).
Abreviaturas: H20Op = Agua com propilenoglicol 2%; AF = acido fosférico; AAS = 4cido
acetilsalicilico; AS = &cido salicilico e MP/Leu = Formulagdo de microparticulas
contendo L-Leucina.

Em seguida, utilizando o melhor resultado obtido anteriormente (ACN:H20p —
50:50 — v/ v), foi apurado se o tempo de sonicacao (ultrassom — 30, 60, 90 e 120
minutos) promovia diferengas na recuperacdo do farmaco, sendo o melhor resultado
para 120 minutos (Figura 25).

Finalmente, diferentes temperaturas foram analisadas (Figura 26), concluindo
a padronizacdo da quantificacdo da concentracdo de farmaco por grama de po da
MP/Leu, com 40 °C.
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Tempo de ultrassom MP/Leu
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Figura 25 — Recuperacdo do AAS e AS (%) da formulacdo MP/Leu utilizando
diferentes tempos de ultrassom empregando ACN:H20p - 50:50 (v/ v) (n = 3).
Abreviaturas: AAS = &cido acetilsalicilico; AS = &cido salicilico e MP/Leu =
Formulag&o de microparticulas contendo L-Leucina.

Temperatura extragdo MP/Leu
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Figura 26 — Recuperagdo do AAS e AS (%) da formulacdo MP/Leu utilizando
diferentes temperaturas empregando ACN:H20p - 50:50 (v/ v) (n = 3).
Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; AS = &acido salicilico e MP/Leu =
Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina.

Os resultados para a MP/F4M foram semelhantes, considerando os ensaios de

determinacao da propor¢cao de solventes, tempo de ultrassom e temperatura 6tima
(Figuras 27, 28 e 29, respectivamente).
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Screening Extracdo MP/F4AM
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Figura 27 — Recuperagdo do AAS e AS (%) da formulacdo MP/F4M utilizando
diferente ordem e quantidade de solvente (n = 3). Proporcéo expressa em (v/ v).

Abreviaturas: H20p = Agua com propilenoglicol 2%; AAS = &cido acetilsalicilico; AS
= acido salicilico e MP/F4AM = Formulacao de microparticulas contendo HPMC F4M.
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Figura 28 — Recuperagédo do AAS e AS (%) da formulacdo MP/F4M utilizando
diferentes tempos de ultrassom empregando ACN:H20p - 50:50 (v/ v) (n = 3).
Abreviaturas: AAS = &cido acetilsalicilico; AS = acido salicilico e MP/F4AM =
Formulacao de microparticulas contendo HPMC F4M.
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Temperatura extracdo MP/F4M
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Figura 29 — Recuperacdo do AAS e AS (%) da formulacdo MP/F4M utilizando
diferentes temperaturas empregando ACN:H20p - 50:50 (v/ v) (n = 3).

Abreviaturas: AAS = &cido acetilsalicilico; AS = acido salicilico e MP/F4AM =
Formulacdo de microparticulas contendo HPMC F4M.

Por fim, para a formulacdo MP/Ch, apenas o screening de diferentes solventes
e ordem dos mesmos foi realizado devido aos resultados observados na estabilidade
do AAS nas microparticulas (Figura 30).

Screening extragao MP/Ch
100%

80% —+
60% -+
40% +
0% - | |

Acido ACN:H20 Acido Latico H20p:ACN ACN:H20p
Acético 0.4%  (50:50) 1% (50:50) (50:50)

Recuperacdo AAS e AS (%)

Proporcéo de solventes
mAAS EAS

Figura 30 — Recuperacéo do AAS e AS (%) da formulagdo MP/Ch utilizando diferente
ordem e quantidade de solvente (n = 3). Proporcao expressa em (v/ v).
Abreviaturas: H20p = Agua com propilenoglicol 2%; AAS = &cido acetilsalicilico e AS
= acido salicilico.
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Apo6s ampla andlise destes dados, foi possivel perceber que o AAS foi melhor
extraido das formulacbes MP/Leu e MP/F4AM utilizando acetonitrila: agua +
propilenoglicol 2% (50:50 — v/ v), com tempo total de extracdo de 120 min e
temperatura de 40 °C, resultando em 73,40 + 0,02 % e 76,13 + 0,02 % de recuperacdo
do AAS, respectivamente. Em relacdo a hidrolise do AAS em AS, foi observado 6,20
+ 0,00 % e 3,63 £ 0,00% para MP/Leu e MP/F4M, respectivamente.

Em contrapartida, a MP/Ch apresentou o pior desempenho, com apenas 49,60

+ 0,02% de recuperacdo do AAS e 8,00 + 0,03% de hidrolise com as mesmas
condicdes acima citadas para andlise de teor no tempo zero. Além disso, formulacéo
MP/Ch n&o foi mantida para a continuidade dos experimentos devido a intensa de
hidrolise do AAS, conforme demonstrado no topico seguinte.

Com isso, foi padronizada a extragdo conforme descrito abaixo (Figura 31):
1. Pesagem de 2 mg da formulacdo em baldo volumétrico de 10 mL;

Adicao de 5 mL de acetonitrila (ACN);

Ultrassom por 60 minutos a 40 °C;

Adicdo de 5 mL de agua ultrapura com 2% de propilenoglicol;
Ultrassom por 60 minutos a 40 °C, totalizando 120 minutos e
Quantificacdo por HPLC-UV

o 0k~ WD

Balao volumétrico
10 mL

O
8 Ultrassom 8 Ultrassom  grR

=R
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A .
9 oy R %
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Figura 31 — Esquema ilustrativo da extracdo para determinagdo da concentracao de
farmaco nas microparticulas (MP).

Abreviaturas: ACN = acetonitrila; UP = ultrapura; Min = minutos, °C = celsius e HPLC-
UV = cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo no ultravioleta.

Fonte: SAITO et al., 2018.

5.3.4 Estabilidade do AAS nas microparticulas

A Figura 32 mostra os resultados do estudo de estabilidade do AAS nas

formulacbes, aléem da quantificagdo de seu produto de hidrolise (AS) nas trés
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formulacdes desenvolvidas, em um periodo de 28 dias, armazenadas em condi¢cdes

ambientais.
Estabilidade do AAS em diferentes formulagdes
100% T
80% +
| — —— —— —— —o
60% +

40%

20%

0%

MP/Leu AAS MP/Leu AS =0—=MP/Ch AAS
--®-- MP/Ch AS —e— MP/F4AM AAS --e--MP/F4M AS

Figura 32 — Recuperacao do AAS e AS (%) da formulacdo MP/Leu, MP/Ch e MP/FAM
avaliado nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 (n = 3).

Abreviaturas: AAS = &cido acetilsalicilico; AS = &cido salicilico e MP/Leu =
Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina, MP/FAM = Formulagdo de
microparticulas contendo HPMC F4M e MP/Ch = Formulagcdo de microparticulas
contendo quitosana.

Os resultados apontaram a formulacdo MP/FAM como a mais estavel,
demonstrando baixa degradacédo do AAS (Dia 0 = 76,13 + 0,02 % e dia 28 = 72,5 *
0,02 %), com consequente pequeno aumento do AS ao longo dos dias (Dia 0 = 3,63
+ 0,00 % e dia 28 = 7,50 + 0,00 %). Adicionalmente, a mesma formulagdo foi
reavaliada apo6s 90 dias (AAS = 66,20 + 0,02 % e AS = 11,10 + 0,00 %), confirmando
a estabilidade deste sistema.

Em contrapartida, a MP/Leu exibiu elevada hidrolise do AAS (Dia 0 = 73,42 +
0,02% e dia 28 = 50,35 + 0,01%), com recuperacao do AS no dia 0 de 6,22 £+ 0,00 %
e no dia 28 de 30,00 = 0,00 %), assim como MP/Ch (Dia 0 = 49,60 £ 0,02 % e dia 28
=10,00 £ 0,02 %), com recuperagéo de AS no dia O de 8,00 + 0,03 % e no dia 28 de
50,00 + 0,02 %, inviabilizando a utilizagdo destes sistemas microparticulados.

Esses resultados possibilitaram o desenvolvimento e produgéo de um sistema
terapéutico de po inalavel para liberacdo pulmonar do AAS associado a fucoidana,

através da técnica de secagem por aspersao utilizando o HPMC F4M como adjuvante
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de secagem e promotor de liberacdo prolongada. A Figura 33 ilustra 0s ensaios

realizados até a escolha da formulac&o pulverulenta MP/F4M.

Formulacdes pulverulentas

FP Ecb Eds MP 1. Secagem por asperséo
X X x | i
Padronizag&o do ensaio e adigdo de adjuvantes
ﬁ A 1 Diémetro médlo
2. Distribuicdo granulométrica
MEiF4M MP/Ch M'?.’ILFU — 3. Analise morfologica

e i 4. Concentragao de farmaco no pé
5. Estabilidade da formulacao

i i

% &

Figura 33 — Esquema ilustrativo resumido do desenvolvimento da formulagéo
MP/FAM. Alguns ensaios foram omitidos e toda metodologia dos ensaios citados
aparece no texto.

Abreviaturas: FP = Formulacédo contendo Polaxamer 188 (Pluronic® F-68); Fcb =
Formulacdo contendo cloreto de benzalcénio; MP = Formulacdo de microparticulas
contendo L-Lisina; MP/FAM = Formulacdo de microparticulas contendo HPMC F4M,;
MP/Leu = Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulagéo
de microparticulas contendo quitosana.

Fonte: SAITO et al., 2018.

5.3.5 Purezade pico cromatografico

Com o objetivo de determinar impurezas ou sobreposicdo de picos que
poderiam estar relacionados com a recuperacdo abaixo de 80% para a formulacao
MP/F4M, fez-se necessario a andlise da pureza de pico cromatografico.

Os resultados apresentados revelaram fator de pureza de 999,923 e 999,974
para o AAS livre (Figura 34) e AAS presente na formulacdo MP/F4AM (Figura 35),

respectivamente.
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Figura 34 — Pureza de pico do acido acetilsalicilico (AAS) e acido salicilico (AS).
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Figura 35 — Pureza de pico do acido acetilsalicilico (AAS) presente na formulagéao
MP/F4M.

54

QUANTIFICACAO DA FUCOIDANA NAS MICROPARTICULAS
Aproximadamente 100% da concentragdo de fucoidana incorporada na

formulacdo MP/FAM (98,20 + 1,15%) foi recuperada, valor comparavel com a

119



quantificacdo de fucoidana pura (diluida em agua sem passar pelo processo de
secagem = 99,80 + 0,50%). Além disso, 0 ensaio mostrou-se especifico para deteccéo
do polissacarideo (dgua pura = 0,00 + 0,20% e formulacado sem fucoidana MP/F4Msf
= 0,00 = 0,30%) (Figura 36).

Quantificacéo da fucoidana
100

80

60

40

Recuperacao (%)

20

MP/F4M Fucoidana Pura MP/F4Msf Agua

Figura 36 — Recuperacéo da fucoidana avaliada em trés lotes de trés dias diferentes
da formulacdo MP/F4M e da formulacdo sem fucoidana MP/F4AMsf. Para efeitos de
comparacao, foi utilizado 4gua como controle negativo e fucoidana livre como controle
positivo.

Abreviaturas: MP/FAM = Formulac&o de microparticulas contendo HPMC F4M.

5.5 PERFIS DE LIBERACAO IN VITRO DO AAS A PARTIR DAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS UTILIZANDO CAPSULAS DE GELATINA DURA

Analisando os resultados, foi possivel perceber que tanto a formulacdo MP/F4AM
quanto o farmaco puro, resultaram em perfis de liberacdo prolongados em ambos os
meios testados (FPS e Ringer), apresentando elevado valor de desvio-padréao. Estes
resultados corroboram com estudos ja descritos na literatura, que remetem a ligagéo
cruzada do AAS com a gelatina constituinte da capsula dura utilizada como invélucro
(DIGENIS, GOLD, SHAH, 1994; GOWTHAMARAJAN & SINGH, 2010; MARQUES,
2014; OFNER et al., 2001; OHARA et al., 2005). Além disso, a alta cristalinidade do
farmaco puro pode ter retardado sua solubilizacdo. Assim, estes fatores podem ter

interferido na dissolucdo do farmaco gerando um perfil de liberagdo pseudo
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sustentado (Figuras 37 e 38). Devido a estas problematicas, o ensaio so foi realizado

em Ringer e FPS.

Ensaio de liberacdo em Ringer (AAS)
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Figura 37 — Perfil de liberacéo in vitro da formulagdo MP/FAM e farmaco puro em
Ringer. Na mesma figura, a linha cinza com quadrado expressa a porcentagem de AS
provenientes da hidrélise do farmaco puro durante o tempo de ensaio e a linha preta
com triangulo expressa a porcentagem de AS provenientes da hidrélise do farmaco
presente na formulagdo MP/F4M durante o tempo de ensaio.

Abreviaturas: MP/F4AM = Formulacao de microparticulas contendo HPMC F4M.

Ensaio de liberacdo em FPS
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Figura 38 — Perfil de liberacdo in vitro da formulacdo MP/F4AM e farmaco puro em
Fluido Pulmonar Simulado (FPS). Na mesma figura, a linha cinza com quadrado
expressa a porcentagem de AS provenientes da hidrélise do farmaco puro durante o
tempo de ensaio e a linha preta com tridangulo expressa a porcentagem de AS
provenientes da hidrélise do farmaco presente na formulacdo MP/F4AM durante o
tempo de ensaio.

Abreviaturas: FPS = Fluido pulmonar simulado e MP/FAM = Formulacdo de
microparticulas contendo HPMC F4M.
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5.6 PERFIS DE LIBERACAO IN VITRO DO AAS A PARTIR DAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS UTILIZANDO PO COESO

O desenvolvimento de uma técnica para obtencdo de um p6 coeso e de um
aparato de dissolucdo especifico para este ensaio permitiram determinar o perfil de
liberacdo do AAS puro e presente na formulagdo MP/F4AM em diferentes meios
(Ringer, Fluido Pulmonar Simulado - FPS, Fluido Lisossomal Artificial — FLA, Fluido
Gastrico Simulado — FGS e Fluido Intestinal Simulado — FIS) sem grandes variacdes
intra-ensaio (baixo desvio-padrdo), diferentemente do que foi observado utilizando
capsulas de gelatina dura.

Devido ao método proposto substituir a utilizacdo de capsulas de gelatina dura
ou outro meio de confinamento e o aparato possibilitar a realizacdo deste ensaio com
pequenas quantidades de amostra, ambos foram objeto de patenteamento junto ao
INPI (BR1020180090933), conforme ANEXO 10.2 - METODO DE DISSOLUCAO DE
POS E APARATO DISSOLUTOR.

Nos ensaios de liberacdo in vitro utilizando p6 coeso, 0s resultados
demonstraram que o AAS puro coeso dissolveu rapidamente, apresentando 100% da
concentragdo disponivel em menos de 3 minutos em todos os meios testados. Por
outro lado, quando associado as microparticulas, foi percebido controle da liberacao
do AAS (FPS =60 min; Ringer, FGS e FLA =120 min e FIS = 150 min) (Figura 39).

A formulacdo MP/FAM coesa demonstrou hidrélise do AAS em AS abaixo de
5% para os meios Ringer (pH 7,4), FPS (pH 7,4) e FLA (pH 4,5). Ja para os meios
FGS (pH 1,2) e FIS (pH 6,8), observou-se uma hidrolise aumentada (9,12 £ 0,13 % e
12,16 + 0,49 %, respectivamente), possivelmente devido ao pH mais acido do FGS e
da concentracéo de sais do FIS (figura omitida).

Os valores de critério de selecdo do modelo matematico para modulacédo dos
perfis de liberacdo foram calculados e encontram-se descritos na Tabela 12,
considerando os melhores valores de coeficiente de correlagdo (MSC) e r quadrado

(r2) obtidos através dos dados experimentais.
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Ensaio de liberacdo em diferentes meios
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Figura 39 — Perfil de liberacao in vitro da formulacdo MP/F4M e AAS puro (linha cinza
clara pontilhada).

Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA =
Fluido Lisossomal Artificial; FGS = Fluido Gastrico Simulado e FIS = Fluido Intestinal
Simulado e MP/F4AM = Formulac&o de microparticulas contendo HPMC F4M.

Tabela 12 — Perfis de liberac&o de primeira ordem ou segunda ordem

Liberacéo de primeira ordem

Ringer FPS FGS FIS FLA

r 0,864 +£0,008 0,913 +0,003 0,883 +0,009 0,936 +0,005 0,883 + 0,004
r 0,909+0,009 0,936 +0,005 0,932+0,009 0,962 +0,003 0,937 + 0,003
k 0,002+0,000 0,003=+0,000 0,002+0,000 0,002+0,000 0,002 0,000
MSC 0,453 +0,076 0,815+0,041 0,680+0,095 1,483+0,099 0,355+0,031

Liberacdo de segunda ordem

Ringer FPS FGS FIS FLA

rz 0,999 +£0,000 0,999 +0,000 0,999 +0,000 0,999 +0,000 0,999 * 0,000
r 0,998 +0,000 0,998 +0,001 0,998 +0,001 0,999 + 0,000 0,999 * 0,000
MSC 4,916 +0,144 5,015+0,440 4,751+0,094 5,645+0,258 5,369 + 0,374

10,975 + 11,652 + 87,289 + 14,933 +

A 0,767 9,451 +1,494 1,311 3,317* 1,672

0,0423 + 0,0004 +

a 0,050 +0,004 0,083 0,007 0,004 0,000 0,035 + 0,003
89,417 + 90,274 + 87,559 + 12,370 + 83,720 +

B 0,792* 1,483* 1,303* 3,220 1,367*
0,0003 + 0,0004 + 0,0002 +

B 0,000 0,001 + 0,000 0,000 0,031 + 0,009 0,000

Abreviaturas: FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA = Fluido Lisossomal Artificial;
FGS = Fluido Gastrico Simulado; FIS = Fluido Intestinal Simulado; r = coeficiente de
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correlagao; k = constante de velocidade; A = percentual liberado na etapa rapida; a =
velocidade de A; B = percentual liberado na etapa lenta e 3 = velocidade de B.
A modelagem matematica revelou que o melhor ajuste foi determinado pela

liberacdo de segunda ordem, caracterizada por duas etapas de liberacéo (A = rapida
e B = lenta) para todos os meios. Cabe ressaltar que apenas para o FIS houve uma
alteracao de perfil, no qual aproximadamente 87% de farmaco (87,289 + 3,317 %) foi
liberado na etapa rapida (A) e 12% (12,370 £ 3,220 %) na etapa lenta (B).

Por fim, a analise do perfil de liberacdo pela Lei das Poténcias, adequada a
formulagdes contendo HPMC (SIEPMANN & PEPPAS, 2012) demonstrou mecanismo
de liberacédo do tipo transporte anémalo (0,43 < n < 0,85) em todos os meios (Tabela
13).

Tabela 13 — Resultados obtidos aplicando Lei das Poténcias.

Lei das Poténcias

Ringer FPS FGS FIS FLA

0,57 +£0,01 0,60 + 0,02 0,54 + 0,00 0,67 £ 0,02 0,58 + 0,01
Abreviaturas: FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA = Fluido Lisossomal Atrtificial,
FGS = Fluido Gastrico Simulado e FIS = Fluido Intestinal Simulado.

5.7 DESEMPENHO AERODINAMICO IN VITRO

Na analise dos valores obtidos no Impactador em Cascata de Andersen (ACI-
DPI), foi possivel detectar e quantificar o AAS em todos os estagios, sendo que
aproximadamente 50% da concentracdo total do farmaco (50,02 + 0,21%) ficou
depositada nos estagios 2-7, 0s quais, representam a fracdo de particulas respiraveis
(FR), enquanto que para o AAS puro, cerca de 90% do farmaco ficou depositado na
porcdo orofaringea (estagios 0-1). A analise estatistica apresentou diferencas
significativas quanto a fracdo de particulas finas (FPF) e fracdo respiravel (FR) da
formulacdo MP/F4AM em relacdo ao AAS puro (p < 0,05), indicando que a associacéo
do AAS ao sistema carreador resultou em propriedades aerodinamicas adequadas
para administracao pulmonar visando deposi¢cdo média a profunda (CARVALHO et al.
2011; ZATTA et al. 2018) (Figura 40 e Tabela 14).
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Figura 40 — Desempenho de deposi¢do do AAS (%) em cada estagio do Impactador
em Cascata de Andersen para a formulacdo MP/F4M e AAS puro e * = p < 0,05.
Abreviaturas: MP/F4M = Formulacao de microparticulas contendo HPMC F4M e FR
= fracao respiravel.

Tabela 14 — Propriedades aerodinamicas determinadas pelo Impactador em Cascata
de Andersen.

DE (%) FPF (%) FR (%)
MP/F4M 95,25 + 0,20 37,60 + 1,32* 50,02 + 0,21*
AAS puro 92,31+ 0,12 4,23 £1,23 4,16 + 1,09

* —

=p<0,05
Abreviaturas: MP/FAM = Formulacéo de microparticulas contendo HPMC F4M; DE =
dose emitida; FPF = fracdo de particulas finas e FR = fracao respiravel

58 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES MUCOADESIVAS IN VITRO

5.8.1 Perfil de lavabilidade em mucosa esofagica suinain vitro

A formulacdo MP/F4M ficou visivelmente aderida a mucosa suina, observado
pelo lento perfil de lavabilidade. Apds 180 minutos, a concentracdo de farmaco (AAS)
lavado entrou em estado de equilibrio, obtendo-se 91,08 + 4,79 % de farmaco
recuperado do total administrado. Este resultado confirma a capacidade bioadesiva
da formulacdo, possivelmente relacionada a utilizagdo do HPMC conforme descrito
por Zatta e colaboradores (ZATTA et al., 2018). O AAS puro foi analisado como
controle, apresentando baixa concentracao de farmaco no fluido lavado, entrando em

estado de equilibrio apés 60 minutos de experimento com apenas 80% de
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recuperacdo da concentracdo total (83,09 = 1,97 %) (Figura 41). Ao final do
experimento, o meio receptor (FPS), assim como a mucosa utilizada foram
quantificados em relagdo a concentracdo de farmaco permeado e retido,
respectivamente. A quantificagdo no meio receptor demonstrou 4,30 + 0,13 % e 1,12
+ 0,30 % para o AAS presente na formulacdo e para o AAS puro, respectivamente.
Além disso, foi observado concentracdo de 1,11 + 0,13 % (AAS presente na

formulacédo) e 0,42 + 0,20 % (AAS puro) na mucosa.

Lavabilidade em mucosa esofagica suina
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Figura 41 — Perfil de lavabilidade em mucosa esofagica suina in vitro da formulagéo
MP/F4AM e AAS puro utilizando Fluido Pulmonar Simulado (FPS) como meio receptor.
Abreviaturas: AAS = 4cido acetilsalicilico e MP/F4M = Formulac&o de microparticulas
contendo HPMC F4M.

5.8.2 Perfil de permeacdo em mucosa esofagica suinain vitro

Para a anadlise do perfil de permeacao in vitro, foi utilizado eséfago suino visto
gue ele apresenta a proteina mucina, a qual esta presente em pulmdes humanos.
Para esse ensaio foram utilizados como parametro de finalizacdo do ensaio, dois
tempos apds primeiro ponto de platé (trés tempos totais).

A permeabilidade da formulacdo MP/F4AM (232,97 pg/cm3 de AAS) foi muito
maior quando comparada ao farmaco livre (76,26 pg/cm3 de AAS), corroborando a

capacidade de permeacédo da formulagdo. Ainda, o equilibrio foi observado no tempo
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de aproximado de 200 minutos para a formulacdo, sendo semelhante aos resultados

de lavabilidade para a formulacdo MP/F4AM (Figura 42).
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Figura 42 — Perfil de permeacdo em mucosa esofégica suina in vitro da formulagéo
MP/FAM e AAS puro utilizando Fluido Pulmonar Simulado (FPS) como meio receptor.
Abreviaturas: AAS = 4cido acetilsalicilico e MP/F4M = Formulagcéo de microparticulas
contendo HPMC F4M.

Por fim, na extracdo do AAS na mucosa apos 360 minutos, foi possivel perceber
gue aproximadamente 5 % do farmaco da formulacdo MP/F4M ficou retido na mucosa,

de forma diferente ao farmaco puro (1 %) (Figura 43).
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Figura 43 — Porcentagem de farmaco retido da mucosa apés de permeacdao in vitro
da formulacdo MP/F4M e AAS puro utilizando Fluido Pulmonar Simulado (FPS) como
meio receptor.

Abreviaturas: AAS = 4cido acetilsalicilico e MP/F4AM = Formulagédo de microparticulas
contendo HPMC F4M.
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5.8.3 Perfil de adsorgdo de mucina

A andlise estatistica por ANOVA demonstrou diferenca significativa na
capacidade de adsorcdo de mucina pela formulacdo na presenca de HPMC
(MP/FAM). A partir desta andlise pode-se perceber que a capacidade de adsorcao da
particula tem um limite em relacdo a quantidade de mucina do meio, ndo havendo
uma relacao direta concentracdo de mucina versus capacidade de adsorcao (Figura
44).

Com isso, a presenca de HPMC na estruturacdo da particula proporciona
significativo aumento no potencial mucoadesivo, que é constante ao atingir sua
capacidade maxima de adsorcao (Figura 44).
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Figura 44 — Perfil de adsorcdo de mucina in vitro da formulacdo MP/FAM e MP/FAM
B em concentracfes conhecidas de mucina, onde * = p < 0,05.

Abreviaturas: MP/FAM = Formulacdo de microparticulas contendo HPMC F4M e
MP/aF4M = Formulagdo com os constituintes com exce¢ao do HPMC.

5.9 ENSAIOS ANTIHEMOSTATICOS IN VITRO
Para os ensaios antihemostaticos in vitro, foram utilizados diferentes controles
positivos para cada ensaio especifico. Os resultados foram analisados
estatisticamente comparando os com o controle negativo ou positivo, onde o asterisco
(*) refere-se a um p valor menor que 0,05.
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5.9.1 Ensaios de coagulagéo plasmaética in vitro

Inicialmente, foram realizados ensaios de coagulacao in vitro através do teste
de protrombina (PT) e tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) para diversas
concentragdes de fucoidana (25, 50, 100, 200, 250, 300, 350 e 400 pg/mL) afim de
analisar seu perfil anticoagulante descrito na literatura (CUMASHI et al., 2007; ALE,
MIKKELSEN, MEYER, 2011b; ZHAO et al., 2016), utilizando a agua como controle
negativo e rivaroxabana, um inibidor direto do fator Xa, como controle positivo (Figura
45).

Analisando os resultados, foi possivel perceber que no PT, a fucoidana dobrava
o tempo de coagulacdo na concentracdo de 200 pg/mL, exibindo este mesmo perfil

no aPTT na concentragdo de 25 pg/mL.
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Figura 45 — Avaliacdo da atividade anticoagulante da fucoidana em diversas
concentracfes através dos ensaios de tempo de protrombina (PT) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (aPTT), * = p < 0,05.

Com isso, procedeu-se aos ensaios de coagulacao plasmética in vitro utilizando
as formulagbes MP/FAM e MP/Leu (0,5 mg/mL). De forma interessante, as
formulacdes na concentracéo de 0,5 mg/mL que apresentavam 33 pg/mL de fucoidana
em sua constituicdo, ndo apresentaram atividade anticoagulante no PT ou aPTT,
diferindo dos resultados observados anteriormente para a fucoidana pura no ensaio
do aPTT (Figura 46).
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Figura 46 — Avaliacdo da atividade anticoagulante das formulacbes MP/F4M e
MP/Leu através dos ensaios de tempo de protrombina (PT) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (aPTT).

Abreviaturas: MP/FAM = Formulagdo de microparticulas contendo HPMC F4M,;
MP/Leu = Formulacdo de microparticulas contendo L-Leucina.

5.9.2 Ensaios de agregacéo plaquetéria in vitro

Devido ao potencial pré-agregante da fucoidana relatado por Manne e
colaboradores (2013), foram realizados ensaios utilizando a fucoidana como agonista
plaguetario em diferentes concentracées (800, 600, 400, 200, 100, 50, 25 e 20 pg/mL).
Como controles positivos foram utilizados ADP (3 uM) e colageno (5 pg/mL) e agua
como controle negativo.

Através da analise dos resultados apresentados na Figura 47, € possivel
perceber que a fucoidana na concentracao de 400 ug/mL exibe atividade agregante
plaguetéaria, podendo ser definida como um agonista plaquetario.

Os ensaios de agregacao plaquetéria in vitro utilizando as formulagées MP/F4AM
e MP/Leu (0,5 mg/mL) foram realizados (concentragéo de AAS e fucoidana no sistema
iguais a 100 pg/mL e 33 pg/mL, respectivamente), utilizando o acido araquidénico
(ARA - 500 uM) como agonista plaquetario devido sua interagdo com o mesmo sitio
de ligacdo do AAS. Os resultados demonstraram atividade antiagregante plaquetaria
para ambas as formulagbes MP/F4M e MP/Leu (3,08 + 0,14 % e 7,69 + 0,14 % de

agregacdao plaquetéria, respectivamente) (Figura 48).
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Figura 47 — Avaliacdo da atividade pro-agregante plaquetaria da fucoidana em
diversas concentracfes através do ensaio de agregacao plaquetéria e * = p < 0,05.
A fim de corroborar com os achados anteriores sobre a estabilidade do farmaco
nas formulacdes, os ensaios foram repetidos apds 28 dias, onde nao foi detectada
atividade antiagregante plaquetaria para a formulacdo MP/Leu (91,56 + 0,71 % de
agregacao plaquetéria), diferente do observado para a MP/F4AM (3,40 £ 0,24 % de
agregacao plaquetaria). Por fim, a fucoidana foi analisada utilizando a mesma
concentracdo presente nas formulagdes (33 pg/mL), a qual, ndo exibiu atividade

antiagregante plaquetéria (Figura 48).
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Figura 48 — Avaliagdo da atividade antiagregante plaquetaria das formulacdes
MP/FAM e MP/Leu através do ensaio de agregacao plaquetaria e * = p < 0,05.

Abreviaturas: AAS = 4cido acetilsalicilico; MP/FAM = Formulagdo de microparticulas
contendo HPMC F4M e MP/Leu = Formulagcédo de microparticulas contendo L-Leucina.
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5.9.3 Avaliagédo da atividade hemolitica in vitro

Nenhuma das concentracdes da formulacdo HPMC/F4M utilizadas (0,5 e 1
mg/mL) apresentou atividade hemolitica, assim como a formulagdo branca
(HPMC/F4M B), corroborando com o carater biocompativel do farmaco e dos

componentes da formulacéo (Figura 49).
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Figura 49 - Avaliagdo da atividade hemolitica in vitro das formulagbes MP/F4M e
MP/FAM B * = p < 0,05.

Abreviaturas: AAS = 4cido acetilsalicilico; MP/FAM = Formulacdo de microparticulas
contendo HPMC F4M e MP/F4M B. Formulagao branca

5.9.4 Ensaio de adesédo plaquetéria in vitro

Para os ensaios de adesao plaquetéria in vitro, a fucoidana inibiu a ligacdo das
plaguetas a proteina recombinante, conforme observado na Figura 50. Duas
concentracdbes apresentaram interacdo competitiva com a P-selectina das plaquetas
ativadas (50 pg/mL e 25 pg/mL), observando resultados semelhantes ao controle
negativo albumina. Concentracbes abaixo de 25 pg/mL (10 e 1 pg/mL) néo
apresentaram impedimento da ligacéo das plaquetas (Figura 50).

Em relacdo a formulacdo MP/F4M, foi possivel notar que a formulacdo sem
PSGL-1 aumentou o numero de plaquetas ligadas e quando comparado ao conjunto
MP/F4AM e PSGL-1, houve inibicdo da adeséo plaquetéria para a concentragdes 10, 5
e 2,5 mg/mL, corroborando o fato da competicao da fucoidana e da PSGL-1 por P-

selectina de plaquetas ativadas (Figura 51).
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Figura 50 - Avaliacdo da ligacdo das plaquetas com diferentes concentracfes de
fucoidana com proteina recombinante PSGL através do ensaio de adesé&o plaquetaria
in vitro. * = p < 0,05.
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Figura 51 — Avaliacdo da ligacdo das plaquetas com diferentes concentracbes da
formulacdo MP/F4AM com e sem proteina recombinante PSGL através do ensaio de
adesdao plaquetéria in vitro. * = p < 0,05.
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5.10 ENSAIOS IN VIVO E EX VIVO

5.10.1 Avaliacdo do potencial antiagregante plaquetario ex vivo

Diante dos resultados, foi possivel perceber que ndo houve alteracdo
significativa na agregacao plaquetaria induzida por ADP para o controle (2 mL de ar),
formulacdo branca (MP/F4AM B) e AAS (3,5 mg/kg). De forma interessante, houve
modificacdo na agregacdo plaquetaria dos grupos que foram tratados com a
formulagdo MP/F4AM (11 mg/kg) apos 6 horas (agregacao de 79 + 9 %) (Figura 52).

Além disso, os resultados apresentaram-se mais acentuados na agregacao
plaguetaria induzida por colageno. A concentracdo de AAS (3,5 mg/kg) néao
apresentou atividade em nenhum dos tempos testados e a formulacdo MP/FAM
demonstrou maior atividade antiagregante plaquetaria para os tempos 4 e 6 horas
(agregacao de 40 + 7 % e 60 £ 6 %, respectivamente). De forma interessante, mesmo
apos 24 horas do tratamento Unico (agregacao de 68 + 8 %) foi possivel perceber
inibicdo da agregacao plaquetaria semelhante ao inicio do tratamento (2 horas apo6s
administragao tendo agregacéo de 67 + 7 %) (Figura 53).

Para fins de comparacao, foi realizado um ensaio com grupo que recebeu AAS
3,5 mg/kg por gavagem com coleta apos 6 horas, apresentando resultados de
agregacdo de 71 + 4 % para agregacao induzida por colageno e agregacéo de 78 + 2
% induzida por ADP (dados ndo mostrados).
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Figura 52 — Avaliacdo da atividade antiagregante plaquetaria ex vivo do farmaco livre
(AAS) e das formulacdes MP/FAM B e MP/F4AM nos tempos 2, 4, 6 e 24 horas,
utilizando como agonista plaquetaria o ADP. * = p < 0,05

Abreviaturas: AAS = 4cido acetilsalicilico; MP/FAM = Formulagdo de microparticulas
contendo HPMC F4M e MP/F4M B. Formulacao branca
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Figura 53 — Avaliacdo da atividade antiagregante plaguetaria ex vivo do farmaco livre
(AAS) e das formulacdes MP/FAM B e MP/F4AM nos tempos 2, 4, 6 e 24 horas,
utilizando como agonista plaquetério o colageno. * = p < 0,05

Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; MP/F4AM = Formulacdo de microparticulas
contendo HPMC F4M e MP/F4M B. Formulacéao branca

5.10.2 Avaliacdo do perfil antitrombético in vivo através do ensaio de trombose

arterial induzida por cloreto férrico

Com os achados do ensaio anterior, foram realizados ensaios com o melhor
tempo (6 horas). Como observado na Figura 54, os grupos AAS pulmonar 3,5 mg/kg
6 horas, MP/F4AM B e MP/F4M 11 mg/kg 6 horas, ndo apresentaram aumento do
tempo para oclusao.

Entdo, com o intuito de investigar se a dose administrada em tratamento
prolongado poderia aumentar o tempo de oclusao, foram realizados ensaios com uma
administracdo por dia, durante trés dias (1D3D — abreviado 1Dose por dia, durante

3Dias), totalizando trés administragdes.
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De forma interessante, houve um discreto aumento para a formulacdo MP/F4AM
11 mg/kg 1D3D e o aumento da dose administrada (de 11 mg/kg para 11,5 mg/kg)
evidenciou ndo-oclusédo, comparavel com o grupo que recebeu 10 mg/kg de AAS por
gavagem 1D3D, corroborando com o perfil antitrombdético da formulacao (Figura 54).
Como o AAS gavagem 3,5 mg/kg ndo apresentou atividade (dados ndo mostrados),
optamos por utilizar uma alta concentracdo presente na literatura (10 mg/kg,

aproximadamente 3 vezes a concentracéo na formulacéo).
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Figura 54 — Avaliacdo do perfil antitrombético in vivo do farmaco livre (AAS) e das
formulac6es MP/F4M B e MP/F4M nos tempos 6, 24 e 72 horas através da trombose
arterial. * = p < 0,05

Abreviaturas: 1D3D = uma dose por dia, durante trés dias, totalizando trés doses;
AAS = acido acetilsalicilico; MP/FAM = Formulagdo de microparticulas contendo
HPMC F4M e MP/F4M B. Formulacéo branca

5.10.3 Avaliagcdo do potencial hemorragico in vivo através do tempo de

sangramento

Afim de refletir o melhor resultado na trombose arterial, foi definida uma
administracéo por dia, durante trés dias (1D3D), totalizando trés administracoes.

Com isso, nos resultados para o tempo de sangramento no periodo de 30
minutos, percebemos que a formulacdo MP/F4AM (11,5 mg/kg), a qual, apresentou
atividade antitrombotica in vivo, ndo apresentou diferengcas na quantidade de

hemoglobina quando comparada ao controle, assim como a formulagéo branca sem
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farmaco MP/F4M B 11,5 mg/kg e também a 3,5 mg/kg de AAS por gavagem (Figura
55).

De forma interessante, o AAS pulmonar e AAS por gavagem em alta
concentracdo (10 mg/kg) aumentaram a quantidade de hemoglobina perdida em
aproximadamente 2,5 vezes (243 g/dL e 237 g/dL, respectivamente versus 105 g/dL
do controle) (Figura 55).
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Figura 55 — Avaliacdo do perfil antitrombotico in vivo do farmaco livre (AAS) e das
formulacdes MP/FAM B e MP/F4M através do tempo de sangramento no tempo de 6
horas ou 72 horas * = p < 0,05

Abreviaturas: 1D3D = uma dose por dia, durante trés dias, totalizando trés doses
AAS = &cido acetilsalicilico; MP/FAM = Formulacdo de microparticulas contendo
HPMC F4M e MP/F4AM B. Formulagéo branca

5.10.4 Analise histopatologica

Por fim, foram observados o pulméao, coragéo, figado, rim, estbmago e intestino
delgado dos animais provenientes do ensaio do tempo de sangramento.

Foi observada a estrutura de cada 6rgdo, considerando a sua arquitetura
(cardiomidcitos para o coracao; hepatocitos para o figado; glomérulos renais para o
rim; vilosidades para estbmago e intestino delgado e alvéolos e espacgos alveolares

para o pulmé&o). Adicionalmente, foram analisados quanto a presenca de hemorragias,
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hiperemia, inflamacéo ou qualquer outro quadro que modificasse a estrutura do 6rgéao,
em menor e maior aumento. Todos os ensaios foram realizados de forma crénica, com
uma dose por dia, durante trés dias (1D3D).

N&o foram observadas modificagbes estruturais no coracado (Figura 56);
estdbmago (Figura 57); intestino delgado (Figura 58); figado (Figura 59); rim (Figura
60).

Em relagdo ao pulméo, os grupos controle (sem insuflacdo de ar e AR),
MP/FAM B, MP/FAM e AAS Gavagem nao apresentaram modificacbes estruturais,
hemorragias, hiperemia ou inflamacao (Figura 61). Para o grupo AAS Pulmonar, foi
possivel perceber locais com discreta inflamacdo (Figura 62). No entanto, é
importante ressaltar que a grande quantidade de AAS administrado (10 mg/kg) pela
via pulmonar ndo apresenta estudos na literatura e, podem ocasionar danos severos
na arquitetura pulmonar. Considerando um animal do grupo AAS pulmonar (10 mg/kg)
gue morreu, 0 mesmo apresentou dificuldade para respirar logo apos a ultima
administracdo (terceira administracdo, no terceiro dia). Na andlise do pulméo deste
animal (Figura 62 — AAS Pulmonar 02), foi possivel observar locais de inflamacéo,

provavelmente associados a grande quantidade de farmaco administrado (Figura 62).
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Figura 56 — Fotomicrografias dos cortes histolégicos do coracdo dos animais
provenientes do tempo de sangramento, evidenciando cardiomiocitos e fibras
musculares com manutencdo da estrutura e auséncia de hiperemia, hemorragia ou
inflamacé&o no local.

Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de
sangramento; Controle AR = Insuflacdo de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administragédo de
11,5 mg/kg da Formulagcédo branca pela via pulmonar; MP/F4AM = Administracdo de
11,5 mg/kg da formulacéo de microparticulas contendo HPMC F4M pela via pulmonar;
AAS Pulmonar = Administracdo de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS
Gavagem = Administracdo de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram
realizados de forma crénica, com uma dose por dia, durante trés dias.
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Figura 57 — Fotomicrografias dos cortes histologicos do estdbmago dos animais
provenientes do tempo de sangramento, evidenciando as vilosidades com
manutengao da estrutura e auséncia de hiperemia, hemorragia ou inflamacao no local.
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de
sangramento; Controle AR = Insuflacdo de 5 mL de ar; MP/FAM B = Administragéo de
11,5 mg/kg da Formulagédo branca pela via pulmonar; MP/F4AM = Administragdo de
11,5 mg/kg da formulacao de microparticulas contendo HPMC F4M pela via pulmonar;
AAS Pulmonar = Administracdo de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS
Gavagem = Administracéo de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos o0s ensaios foram
realizados de forma crénica, com uma dose por dia, durante trés dias.
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Figura 58 — Fotomicrografias dos cortes histolégicos do intestino dos animais
provenientes do tempo de sangramento, com manutencao da estrutura e auséncia de
hiperemia, hemorragia ou inflamagéo no local.

Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de
sangramento; Controle AR = Insuflacdo de 5 mL de ar; MP/F4AM B = Administracéo de
11,5 mg/kg da Formulag&o branca pela via pulmonar; MP/FAM = Administracdo de
11,5 mg/kg da formulacao de microparticulas contendo HPMC F4M pela via pulmonar;
AAS Pulmonar = Administracdo de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS
Gavagem = Administracéo de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos o0s ensaios foram
realizados de forma crénica, com uma dose por dia, durante trés dias.

141



Figura 59 — Fotomicrografias dos cortes histologicos do figado dos animais
provenientes do tempo de sangramento, com manutencéo da estrutura, presenca da
triade portal e auséncia de hiperemia, hemorragia ou inflamacéo no local.
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de
sangramento; Controle AR = Insuflacdo de 5 mL de ar; MP/F4AM B = Administracéo de
11,5 mg/kg da Formulagéo branca pela via pulmonar; MP/F4AM = Administragéo de
11,5 mg/kg da formulacéo de microparticulas contendo HPMC F4M pela via pulmonar;
AAS Pulmonar = Administracdo de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS
Gavagem = Administracéo de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos o0s ensaios foram
realizados de forma crénica, com uma dose por dia, durante trés dias.
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Figura 60 — Fotomicrografias dos cortes histoldégicos do rim dos animais provenientes
do tempo de sangramento, com manutencao da estrutura dos glomérulos renais e
espacos glomerulares, com auséncia de hiperemia, hemorragia ou inflamacdo no
local.

Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de
sangramento; Controle AR = Insuflagédo de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administragéo de

11,5 mg/kg da Formulag&o branca pela via pulmonar; MP/FAM = Administracdo de
11,5 mg/kg da formulacéo de microparticulas contendo HPMC F4M pela via pulmonar;
AAS Pulmonar = Administracdo de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS
Gavagem = Administracdo de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram
realizados de forma crénica, com uma dose por dia, durante trés dias.
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Figura 61 — Fotomicrografias dos cortes histolégicos do pulmdo dos animais
provenientes do tempo de sangramento, com manutencgéo da estrutura dos alvéolos
e espagos alveolares e auséncia de hiperemia, hemorragia ou inflamacao no local.

Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de
sangramento; Controle AR = Insuflacdo de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administracédo de
11,5 mg/kg da Formulagao branca pela via pulmonar e MP/FAM = Administracéo de
11,5 mg/kg da formulacéo de microparticulas contendo HPMC F4M pela via pulmonar.
Todos os ensaios foram realizados de forma cronica, com uma dose por dia, durante

trés dias.
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Figura 62 — Fotomicrografias dos cortes histolégicos do pulmdo dos animais
provenientes do tempo de sangramento, com manutenc¢do da estrutura dos alvéolos
e espagos alveolares e auséncia de hiperemia e hemorragia. (*) = locais de
espessamento do septo alveolar com presenca de células inflamatérias (fibroblastos,
macrofagos ou neutrofilos).
Abreviaturas: AAS Pulmonar = Administracdo de 10 mg/kg de AAS pela via
pulmonar; AAS Pulmonar 2 = Administracdo de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar,
com morte do animal no terceiro dia apdés administracdo e AAS Gavagem =
Administracdo de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram realizados
de forma crbnica, com uma dose por dia, durante trés dias.
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6. DISCUSSAO







6 DISCUSSAO

Segundo a OMS, as doencas cardiovasculares sdo a maior causa de
mortalidade e morbidade em todo o mundo, destacando-se a trombose venosa e a
trombose arterial, estimando os custos de atencdo médica (remédios, médicos e
cuidados hospitalares) com aumento de 500 bilhdes até 2030 (OMS, 2018;
(BENJAMIN et al., 2017; CHANG et al., 2016; GROENEWEGEN et al., 2016; PIEPOLI
et al., 2016; WILKINS et al., 2017).

Atualmente, existem diversos farmacos antitromboticos disponiveis no
mercado para o tratamento desses quadros patologicos, podendo-se citar o AAS, o
clopidogrel e o ticagrelor em terapia Unica ou conjunta (AWTRY & LOSCALZO, 2000;
CURTIN, COX, FITZGERALD, 2002; KOLBER & KOROWNYK, 2014; SHAH et al.,
2014). Contudo, a grande problematica das abordagens terapéuticas atuais séo as
limitacbes em seu uso e efeitos adversos variados tais como, neutropenia, anemia
aplasica, trombocitopenia e principalmente as hemorragias (ITTAMAN,
VANWORMER, REZKALLA, 2014; SHAH et al., 2014; CHAU et al., 2017; LUNI et al.,
2017). Adicionalmente, diversos estudos relatam desisténcia do tratamento devido a
essas complicacdes, mesmo em formulacbes revestidas, com impacto direto na
ocorréncia / recorréncia das doencas cardiovasculares (AL-GOUSOUS &
LANGGUTH, 2018; BLIDEN et al., 2016; HEDBERG et al., 2013; MARTIN-MERINO
et al., 2014; SHAH et al., 2014).

Com isso, evidencia-se a necessidade de novos protétipos medicamentosos
gue possam auxiliar na determinacdo de novas terapias de menor risco, maior
eficiéncia e aceitacdo do paciente (AL-GOUSOUS & LANGGUTH, 2018; BARON,
KAMATH, MCBANE, 2014; CHAPMAN & YUEN, 2014), como formulacdes para
administradas pela via pulmonar.

A via pulmonar tem sido bastante estudada devido suas vantagens frente a vias
mais comuns (oral e intravenosa), podendo ser citados: a grande vascularizacao
tecidual (5 L/min); ampla area superficial alveolar (aproximadamente 100 m?);
reduzido do efeito de primeira passagem; fina barreira epitelial (50 - 60 um na traqueia
e diminui até aproximadamente 0,2 um no alvéolo); maior biodisponibilidade dos
farmacos; facilidade de aceitacdo do paciente ao tratamento devido a diminuicdo de

efeitos colaterais e possibilidade de diminuicdo das doses em tratamentos
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prolongados (DAEAR, LAI, PRENNER, 2018; GILL et al., 2007; MINZ & PANDEY,
2018; MORALES-BURGOS et al., 2018; MORCOL et al., 2018; NAZAR, 2018).

O presente trabalho combina dados disponiveis na literatura conforme exposto
anteriormente, para propor um novo sistema para administragdo pulmonar contendo
um polissacarideo natural (fucoidana), um antitrombdtico classico (acido
acetilsalicilico — AAS) e um dos trés adjuvantes de secagem expostos (HPMC,
quitosana e L-Leucina).

Inicialmente, foram desenvolvidas microparticulas contendo polaxamer 188,
com caracteristicas ndo-iénicas, visto que diversos estudos na literatura o utilizaram
para a via pulmonar, como visto por Steckel & Brandes (2004); Jaspart e
colaboradores (2007) e Plataki e colaboradores (2011) (JASPART et al.,, 2007,
PLATAKI et al., 2011; STECKEL & BRANDES, 2004). Ja o deoxicolato de sddio ou
cloreto de benzalcénio foram utilizados devidos suas caracteristicas anidnicas e
catidnicas, respectivamente, que poderiam influenciar no processo de secagem das
formulacdes e consequentemente, no rendimento deste processo. Por fim, a L-Lisina,
um aminoacido de natureza catidnica, foi utilizada com o intuito de formar um
complexo através da sua interacdo com o AAS e com a fucoidana.

Entretanto, devido a resultados insatisfatorios utilizando polaxamer 188,
deoxicolato de sddio e cloreto de benzalconio, ensaios com diferentes adjuvantes de
secagem foram realizados. Foram analisados o Methocel® F4M
(hidroxipropilmetilcelulose — HPMC), um polimero inerte, biocompativel, promotor de
liberacdo prolongada e de bioadeséo (DAVIS, 2017; HUSSAIN et al., 2017; ZATTA et
al., 2018) e a L-Leucina, um aminoéacido apolar, biocompativel, capaz de modificar a
tensdo superficial de microparticulas e melhorar as propriedades aerodindmicas de
aerossois (LI et al., 2017b; MANGAL et al., 2018; NAJAFABADI et al., 2004).

O desenvolvimento de pds respirdveis a partir desses sistemas foi realizado
com sucesso (MP/FAM; MP/Leu e MP/Ch), obtendo-se microparticulas sem atividade
anticoagulante e potente atividade antitrombotica, alguns com disposicdo semelhante
aos relatados na literatura (ISHIKAWA et al., 2000; NAJAFABADI et al., 2004,
BACHELET et al., 2009; ALE, MIKKELSEN, MEYER, 2011b; HUANG & LAM, 2011;
HEDBERG et al., 2013).

Ainda, foram realizados diversos experimentos até a determinacdo dos

constituintes das formulagdes considerando as caracteristicas unicas de cada um para
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formacdo de uma microparticula com propriedades fisico-quimicas e parametros
aerodinamicos importantes para a via pulmonar.

Inicialmente, a escolha do AAS e da fucoidana teve por objetivo a obtencéo de
pés com atividade antitrombdtica expressiva e direcionamento para locais mais
provaveis de desenvolverem quadros tromboticos (alta expresséo de P-selectina).

Como descrito por McEver (2015) e Prakash e colaboradores (2017), a P-
selectina esta diretamente relacionada com endotélio lesionado e é expressa nas
plaquetas ativadas, auxiliando no desenvolvimento de eventos tromboticos
(MCEVER, 2015; PRAKASH, NAYAK, CHAUHAN, 2017). Com o intuito de direcionar
a formulacdo para estes locais, foi utilizada a fucoidana extraida da espécie
Ascophyllum nodosum.

Conforme Bachelet e colaboradores (2009) e Cumashi e colaboradores (2007),
essa fucoidana apresenta uma discreta atividade anticoagulante quando comparada
a heparina ou a fucoidana extraida da alga marrom Fucus vesiculosus (disponivel
comercialmente), com alta seletividade para P-selectina, sendo biodegradavel e
biocompativel, além de ja ser utilizada em dietas nutricionais, justificando a selecao
desse produto natural como constituinte da formulacdo (BACHELET et al., 2009;
CUMASHI et al., 2007; FOLEY et al., 2011).

Como principal farmaco antitromboético, foi escolhido o acido acetilsalicilico
(AAS), um dos antiagregantes plaquetarios mais antigos e, consequentemente, um
dos poucos com estudos de toxicidade a longo prazo. Para fins de curiosidade, o AAS
foi inicialmente comercializado denominado de aspirina® pela Bayer® em 1899,
estando ainda disponivel no mercado atualmente, sendo listado pela organizacéo
mundial de saude (OMS) como medicamento essencial, devido sua seguranca e
efichcia (AWTRY & LOSCALZO, 2000; CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS,
2013; CLELAND, 2002; GARCIA RODRIGUEZ, HERNANDEZ-DIAZ, DE ABAJO,
2001; GOLDSTEIN et al., 2016; HAYDEN et al., 2002; ITTAMAN, VANWORMER,
REZKALLA, 2014; JEFFREYS, 2008; OMS, 2018).

Sua maior problematica relaciona-se diretamente com a administragao por via
oral, jA que pacientes com Ulceras, gastrites e outros problemas gastrointestinais
precisam de acompanhamento médico ou utlizacdo de medicamentos
mucoprotetores em conjunto, como o omeprazol (IVEY, PAONE, KRAUSE, 1980;
CRYER & FELDMAN, 1999; ALTMAN, RIVAS, GONZALEZ, 2012; DE BERARDIS G
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etal., 2012; SEO et al., 2012; AZOULAY et al., 2013; BASSAND, 2013; ZHANG et al.,
2014).

De forma interessante, Sgrensen e colaboradores (2000) realizaram um estudo
de coorte sobre a utilizacdo de AAS com e sem revestimento em baixas doses (100
ou 150 mg), expondo que o revestimento ndo foi eficaz e a incidéncia de quadros
hemorragicos foi ligeiramente maior, corroborando estudos de Kelly e colaboradores
(1996), o qual evidenciou um aumento do risco hemorragico em pacientes que fizeram
uso do AAS revestido ou tamponado (KELLY et al., 1996; SORENSEN et al., 2011).
Com isso, percebe-se a importancia do desenvolvimento de uma formulacéo capaz
de superar esses efeitos adversos, em consonancia com o objetivo do trabalho.

Esses quadros hemorragicos sdo a grande limitagdo associada ao tratamento
e/ou prevencdo de eventos trombéticos em pacientes que utilizam AAS, levando a
diversas sociedades regularem sua utilizacdo (American Heart/Stroke Association;
American College of Chest Physicians, European Society of Cardiology e Canadian
Cardiovascular Society) (CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN,
VANWORMER, REZKALLA, 2014).

Recentemente, Bais e colaboradores (2016) desenvolveram uma formulacéo
de AAS micronizada associada a lactose monohidratada pelo método de precipitacao,
relatando apenas as caracteristicas fisico-quimicas passiveis de serem utilizadas para
a via pulmonar, sem estudos de sua atividade in vitro ou in vivo (BAIS et al., 2016) e
a patente de Yadidi (2014) teve como mérito a descricao de inaladores de pds secos
e AAS, sem demonstrar resultados para esta via ou para esta formulacdo (YADIDI,
2014), de forma diferente do presente trabalho, o qual, apresenta resultados in vitro,
ex Vivo e in vivo.

Em 2017, Lefrancais e colaboradores publicaram um artigo inédito
evidenciando que os pulmdes sdo os locais mais importantes de biogénese das
plaguetas, refutando que a medula 6ssea era o principal 6rgdo de producdo. Logo,
além da via pulmonar ser um local de acesso para farmacos antitromboticos
conseguirem atingir a via sistémica, a inibicdo das plaquetas no pulmé&o pode ser uma
terapia de grande valor (LEFRANCAIS et al., 2017), evidenciando a importancia da
via escolhida. Considerando o exposto, € interessante o desenvolvimento de uma
formulacdo contendo AAS para via pulmonar com distribuicdo sistémica direcionada

sem ocasionar lesdes gastricas, conforme premissa desta tese.
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A L-lisina, presente nas formulacées MP/F4M e MP/Leu foi selecionada devido
a necessidade de um mediador biocompativel e biodegradavel para interagir com o0s
grupamentos i6nicos do AAS e fucoidana. Conforme descrito por Morton e
colaboradores (2017); Fayon e colaboradores (2016) e Copeland e colaboradores
(2015) ja existem formulacdes utilizando lisina para via pulmonar aprovados pelo FDA,
como o aztreonam lisina (AZLI; Cayston®, Gilead Pharmaceuticals®, USA) para
tratamento de fibrose cistica causada por bactérias (COPELAND et al., 2015; FAYON
et al., 2016; MORTON et al., 2017).

Estudos pioneiros, como de Christie e colaboradores (1992), assim como de
Vargas e colaboradores (1992) ja haviam relatado a utilizacao de lisina conjugada ao
AAS (Lisina - Aspirina) por via pulmonar para diagnostico de pacientes com
hipersensibilidade ao AAS (asma induzida por AAS). Embora a asma induzida por
este farmaco seja um limitante para a via pulmonar, a literatura descreve que mesmo
pela via oral, pacientes com hipersensibilidade ao AAS podem desenvolver asma e
nado é recomendavel a utilizacdo deste medicamento, sendo necessario atencéo para
pacientes que desconhecem a hipersensibilidade (KOWALSKI, 2016; PATEL,
WICKEMEYER, SEKHSARIA, 2015; RAJAN et al., 2015; SWIERCZYNSKA-KREPA
et al., 2014).

Em relacdo as microparticulas contendo L-leucina como adjuvante de secagem
(MP/Leu), a mesma foi escolhida apbés extensa pesquisa na literatura. Um dos
trabalhos mais importantes para a escolha deste foi o de Najafabadi e colaboradores
(2004), que revelaram a capacidade da leucina seca por aspersdao em formar
particulas ocas de baixa densidade para encapsulacdo de farmacos e liberacéo
pulmonar (NAJAFABADI et al., 2004).

Outros estudos demonstraram a eficacia deste adjuvante em conjunto com
diversos farmacos, como Li e colaboradores (2017) que constataram que a L-Leucina
conseguia manter o sulfato de salbutamol seco por aspersdo com menor teor de
umidade quando comparado ao farmaco livre, ocasionando degradacao mais lenta do
farmaco (LI et al., 2017), auxiliando entdo na diminuicdo da hidrélise do AAS; Mangal
e colaboradores (2018) que desenvolveram formulacbes secas por asperséo
utilizando azitromicina em conjunto, com resultados satisfatérios na performance do
aerossol e um melhor perfil de dissolugcdo quando comparados ao farmaco puro
(MANGAL et al., 2018) e Otake e colaboradores (2016) que concluiram que a L-
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leucina é capaz de diminuir a forca de adesdo entre as particulas e aumentar a
dispersibilidade, independente do dispositivo de inalacdo utilizado (OTAKE et al.,
2016).

Para as formulagdes contendo hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como
adjuvante (MP/F4M), um trabalho anterior do grupo foi utilizado como referéncia
devido a comprovacéo de suas propriedades biocompativeis e biodegradaveis e da
constatacao da capacidade deste adjuvante em formar uma matriz polimérica em uma
formulagéo pulverulenta contendo microparticulas, levando a liberagéo controlada do
farmaco estudado (5-fluorouracil) (ZATTA et al., 2018).

Adicionalmente, Hussain e colaboradores (2011) sintetizaram o HPMC
conjugado com o AAS (HPMC-ASP) como um pro-farmaco macromolecular,
apresentando melhoria nos parametros farmacocinéticos observados (HUSSAIN et
al., 2011). Além disso, como o AAS é pouco soluvel em agua, o trabalho de Davis
(2017) descreve a capacidade deste adjuvante em melhorar a biodisponibilidade de
farmacos hidrofébicos pela via oral, evidenciando a escolha deste polimero (DAVIS,
2017).

Finalmente, a quitosana, um polimero natural, foi selecionada devido suas
caracteristicas catidnicas que poderiam interagir com o farmaco e constituintes da
formulacéo, formando entdo o complexo AAS-quitosana-fucoidana (MP/Ch) e também
devido as suas propriedades bioadesivas e capacidade de controlar a liberacdo
controlada de farmacos (AGNIHOTRI, MALLIKARJUNA, AMINABHAVI, 2004; CHEN
et al., 2014; GARCIA-FUENTES & ALONSO, 2012). Adicionalmente, Ajun e
colaboradores (2009) ja haviam descrito nanoparticulas de AAS e quitosana com um
perfil de liberacéo prolongado pH dependente para tratamento da reestenose (AJUN
et al., 2009).

Alguns trabalhos focam-se na utilizacao de fucoidana e quitosana, como Huang
e Lam (2011) descrevendo esses dois polissacarideos para formagdo de
nanoparticulas sensiveis ao pH para a via oral (HUANG & LAM, 2011), assim como
Huang e colaboradores (2014); Murakami e colaboradores (2010) e Pinheiro e
colaboradores (2015) (HUANG et al., 2014; MURAKAMI et al., 2010; PINHEIRO et al.,
2015).

Tendo em vista a problematica relatada em diversos estudos (BICA et al., 2010;
VANE & BOTTING, 2003) que corroboram com os resultados obtidos e descritos
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anteriormente quanto a instabilidade do farmaco AAS em meio aquoso para as
microcapsulas, o qual, € facilmente hidrolisado a acido salicilico (AS), buscou-se
minimizar tal processo pela presenca de um agente anti-hidrolitico, como o
propilenoglicol (MIYAKE et al., 1999), tendo resultados satisfatérios e assim,
utilizando-o para todas as formula¢cdes desenvolvidas.

As analises morfologicas das formulacdes revelaram diferentes caracteristicas
determinadas pelo adjuvante utilizando. Conforme descrito por Najafabadi e
colaboradores (2004), a L-Leucina tem capacidade de formar microparticulas com
poros centrais e superficie rugosa, corroborando com nossos resultados da analise
morfolégica (NAJAFABADI et al., 2004). A formulacdo MP/F4M revelou morfologia
irregular com presenca de concavidades rugosas, sendo compardvel com a
formulacdo obtida por Zatta e colaboradores (2018) (ZATTA et al., 2018). Por fim, a
morfologia totalmente esférica e rugosa para a formulacdo MP/Ch apresentou-se de
acordo com estudo desenvolvido por Ubaidulla e colaboradores (2007) (UBAIDULLA
et al., 2007).

Em seguida, através da andlise de EDS, foi possivel perceber pequena
porcentagem de enxofre, evidenciando a presenca de fucoidana nas formulacoes,
visto que é o Unico constituinte que contém esse residuo, conforme analisado por
Foley e colaboradores (2011) e Ale e colaboradores (2011) (ALE, MIKKELSEN,
MEYER, 2011b; FOLEY et al., 2011).

Nos estudos de estabilidade, apenas a formulacdo MP/F4AM revelou-se com
baixa degradacéo do AAS ao longo de 28 dias, apontando diferencas nos estudos de
Li e colaboradores (2017) e Ajun e colaboradores (2009), os quais desenvolveram
formulacdes contendo AAS e L-leucina ou quitosana, respectivamente, onde nao foi
detectada hidrélise do AAS (AJUN et al., 2009; LI et al., 2017). A maior concentracdo
de quitosana e a auséncia de fucoidana podem estar relacionadas com os resultados
obtidos nesses estudos. No entanto, a formulagdo mais promissora (MP/F4M) seguiu
em concordancia com outros estudos utilizando este polimero (DAVIS, 2017,
HUSSAIN et al., 2017; ZATTA et al., 2018), visto que um dos objetivos foi desenvolver
uma formulacdo estavel com atividade antiagregante plaquetéria relevante apés
diversos dias.

Adicionalmente, a pureza de pico indicou auséncia de impurezas na corrida

analitica. Sendo assim, a perda de farmaco estaria relacionada com o método de
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secagem por spray-drying e procedimentos de coleta do p6é do equipamento, visto que
a etapa de screening considerou todas as variaveis possiveis que poderiam estar
relacionadas.

Os estudos de liberacéo in vitro utilizando céapsulas de gelatina dura para a
formulacdo MP/F4M geraram grande discussdo no grupo, pois foi observado um perfil
de liberacdo com repetibilidade comprometida e com demora na dissolucdo do
invélucro (cdpsula). Sabe-se que essa capsula de gelatina dura ndo é considerada
uma barreira nos ensaios de liberacdo (ANVISA RDC 166/17, USP <1092> e USP
<711>), com dissolucdo de seus constituintes em até 10 minutos. Esta confirmacéo
nao foi constatada em nossos estudos, 0s quais, apresentaram demora na dissolucao
da capsula acarretando diferentes resultados para um mesmo ensaio em condi¢cdes
idénticas. Além disso, a cristalinidade do AAS pode ter afetado sua liberacdo das
capsulas, ocasionando um falso perfil de liberacdo sustentada.

Levando em conta as problematicas citadas e, de acordo com a literatura, foi
observado que interacdes cruzadas covalentes de constituintes da formulagao
MP/F4M, principalmente em relacdo ao AAS com o material da cdpsula de gelatina
dura, poderiam estar interferindo nos resultados (DIGENIS, GOLD, SHAH, 1994;
GOWTHAMARAJAN & SINGH, 2010; MARQUES, 2014; OFNER et al., 2001; OHARA
et al., 2005).

Copley, Son e McConville (2010) comentam sobre a pouca regulamentacao ou
descricdo de métodos farmacopeicos para ensaios de dissolucdo utilizando pos
inalatorios. Os autores, considerando dados da literatura, concluiram que diversas
problematicas com farmacos hidrofébicos ou pouco soluveis podem ocorrer, refletindo
em resultados com altos desvios padrées (COPLEY, SON, MCCONVILLE, 2010),
reforcando os resultados aqui demonstrados para 0s ensaios utilizando capsulas de
gelatina dura.

Song, Cui e Xie (2011) descreveram a interacdo cruzada que capsulas de
gelatina dura podem promover devido a polimerizacdo da gelatina. Esse processo é
facilitado pela exposicao das capsulas a altas temperatura e umidade, radiagao visivel
e ultravioleta, corantes e aldeidos. Com isso, percebe-se um maior tempo de
desintegracdo da capsula e consequente lentiddo na liberacdo do farmaco. Ainda

relatam sobre especificacdes da USP 711, que recomenda a adicdo de enzimas ou
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surfactantes no meio, como o lauril sulfato de sédio (do inglés SLS) (SONG, CUI, XIE,
2011).

Marchais e colaboradores (2013) de forma analoga, notaram interacao cruzada
entre capsulas de gelatina dura e carbamazepina utilizando como meios de dissolucéo
o fluido gastrico simulado (FGS) e intestinal simulado (FIS). Na tentativa de reverter o
guadro, enzimas foram adicionadas e observou-se que a utilizacdo das mesmas so é
justificada para interagdo cruzada moderada do farmaco com a capsula. Além disso,
o tensioativo lauril sulfato de s6dio ndo exibiu resultados satisfatérios (MARCHAIS et
al., 2003). Nota-se entdo, que mesmo empregando recomendacdes internacionais
(adicdo de enzimas e/ou surfactantes), o método de liberacdo utilizando capsulas é
muito dependente dos componentes da formulagéo estudada, revelando a importancia
da criacdo de um novo método que ultrapasse essas dificuldades.

Considerando estes achados, fez-se necessario desenvolver um novo método
para ensaios de liberacédo utilizando pd coeso, dispensando utilizacdo de capsulas
para avaliar o perfil de liberacdo. Com isso, foi possivel observar uma liberagao
sustentada promovida pelo HPMC e a rapida liberacdo do AAS puro, conforme ja
descritos na literatura (AJUN et al., 2009; ZATTA et al., 2018).

A caracteristica do HPMC em intumescer reflete diretamente no perfil de
liberacdo devido a formacdo de uma barreira entre farmaco e o meio de dissolucéo
(ZATTA et al., 2018).

Zatta e colaboradores (2018) e Siepmann e Peppas (2012), relataram que esse
adjuvante, ao entrar em contato com o meio de dissolu¢do ou solucdo aquosa, sofre
relaxamento da cadeia polimérica e expansao de volume, caracterizado pelo
intumescimento, erosao e dissolucdo do gel formado, levando finalmente, a liberacao
do farmaco (SIEPMANN & PEPPAS, 2012; ZATTA et al., 2018). Ambos trabalhos
corroboram o perfil de liberacdo sustentado da formulacédo do presente trabalho.

Relacionado com os meios de liberacao utilizados, com o intuito de observar o
perfil das formulagdes nas vias pulmonar e oral, os fluidos: Pulmonar Simulado (FPS,
pH 7,4); Lisossomal Artificial (FLA, pH 4,5); Gastrico Simulado (FGS, pH 1,2) e
Intestinal Simulado (FIS, pH 6,8) foram usados. Por outro lado, o Ringer foi empregado
por ser uma solucdo salina para fins de comparagéo entre os fluidos. Além disso, o

FLA foi escolhido devido a suas caracteristicas semelhantes ao fluido que particulas
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inaladas entram em contato apos fagocitose pelos macréfagos nos alvéolos e
intersticio pulmonar (PAI et al., 2015).

Como o perfil de liberacdo para o Fluido Intestinal Simulado (FIS) foi diferente
quando comparado aos outros meios de dissolu¢do, o pH mais basico do fluido em
conjunto com a pancreatina poderiam estar controlando a dissolu¢do, ocasionando
uma lenta taxa de liberacdo devido a modificacdo na matriz do HPMC, conforme
descrito por Ford (FORD, 2014). Por fim, a rapida liberagdo do farmaco no Fluido
Pulmonar Simulado (FPS) estaria relacionada com a grande concentracdo de sais no
fluido, corroborando com achados de Ford (2014).

Siepmann e Peppas (2012) comentaram sobre a utilizacdo de HPMC em
sistemas de liberacédo de farmacos, evidenciando que os modelos matematicos mais
simples, como o de Higuchi, precisavam ser modificados para polimeros que
apresentem caracteristicas distintas como intumescimento, erosdo e dissolu¢cdo em
uma unica formulacdo. Sendo assim, no presente estudo, foi possivel perceber um
perfil de liberagcdo de segunda ordem com duas etapas (rapida e lenta) do tipo
transporte anémalo, tendo como mecanismos governantes a acao da difuséo Fickiana
e do intumescimento e consequente relaxamento das cadeias do HPMC (SIEPMANN
& PEPPAS, 2012).

O desempenho aerodindmico associado aos resultados de diametro médio de
particula e distribuicdo granulométrica da formulacdo MP/F4AM revelaram que o0 po
desenvolvido apresentou caracteristicas desejaveis para administracdo pela via
pulmonar, como discutido por diversos autores, 0s quais, evidenciam que o diametro
de particula 6timo para esta via € de 1 a 5 um, além de uma deposicdo em estagios
mais profundos do impactador em cascata (DHAND et al., 2014; MORALES et al.,
2017; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013; SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008;
SULAIMAN et al., 2017; ZELIKIN, EHRHARDT, HEALY, 2016).

Com isso, foi possivel concluir que a formulagéo deste trabalho, devido suas
caracteristicas aerodinamicas, provavelmente sofre impactacdo inercial e
sedimentacao gravitacional, tendo capacidade de alcancar os ramos mais profundos
do pulméo, como os alvéolos e atingir a circulacéo sistémica (DHAND et al., 2014,
MORALES et al., 2017; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013).

Consideracao que a mucoadesao € um fendmeno essencial para a retengéo da

formulacdo na via pulmonar e posterior liberacdo do farmaco, de forma local ou
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sistémica (ZATTA et al.,, 2018), o ensaio de lavabilidade evidenciou o potencial
mucoadesivo da MP/F4AM a mucosa e provavel resisténcia ao clearence pulmonar.
Por sua vez, o ensaio de permeacdo demonstrou uma melhor capacidade de
permeacdo da formulacdo MP/F4M quando comparada ao farmaco livre e a adsorgao
de mucina provou a capacidade do HPMC em interagir com a mucina, ja que o esdfago
suino exibe essa proteina que também estd presente no pulmédo de humanos,
conforme demonstrado por Voynow (2002) e Kim e Lillehoj (2008) (KIM & LILLEHOJ,
2008; VOYNOW, 2002)

Essas propriedades mucoadesivas in vitro da formulacdo corroboram diversos
estudos que utilizam HPMC em suas formulacdes, tais como o trabalho de Zatta e
colaboradores (2018) em formulagbes para administracdo pulmonar; por Karavas,
Georgarakis e Bikiaris (2006) para tratamento oral de complicacdes cardiacas; Perioli
e colaboradores (2004) e Nafee e colaboradores (2004) para formulacdes para
tratamento bucal; Valenta (2005) para administracdo vaginal, Llabot, Manzo e
Allemandi (2002) para tratamento de candidiase oral; Limpongsa e Umprayn (2008)
para administracdo transdérmica e por Chowdary e Rao (2003) para microcapsulas
de glipizida para administracdo oral (CHOWDARY & RAO, 2003; KARAVAS,
GEORGARAKIS, BIKIARIS, 2006; LIMPONGSA & UMPRAYN, 2008; MANUEL
LLABOT, MANZO, ALLEMANDI, 2002; NAFEE et al., 2004; PERIOLI et al., 2004;
VALENTA, 2005; ZATTA et al., 2018).

Nos ensaios antihemostaticos in vitro, os de coagulacdo plasmatica
demonstraram que a fucoidana aumentou o tempo de coagulacdo para o PT e aPTT
(concentracdo de 200 e 25 pg/mL, respectivamente), sendo semelhantes aos
resultados encontrados por diversos autores (CHURCH et al., 1989; MARAIS &
JOSELEAU, 2001; LI et al., 2008; ALE, MIKKELSEN, MEYER, 2011b; FOLEY et al.,
2011). Ainda foi possivel perceber que a fucoidana apresentou inibicdo da via
intrinseca (aPTT) da cascata de coagulacdo em concentracdes menores do que as
observadas para a via extrinseca (PT). Isso se deve ao seu mecanismo de acdo sobre
inibidores endogenos da trombina (antitrombina Il e cofator Il da heparina), os quais,
estdo mais relacionados com a via intrinseca, como relatado por Li e colaboradores
(LI etal., 2017a).

De forma interessante, a formulagcéo testada para coagulacdo plasmatica na

concentracéo de 0,5 mg/mL (33 pg/mL), ndo apresentou atividade anticoagulante.

159



Dessa forma, é possivel perceber que a associacdo da fucoidana na formulacdo
modifica sua atividade anticoagulante, possivelmente devido a interacdo dos
grupamentos sulfatos anidnicos da fucoidana com os grupamentos cationicos da L-
lisina, impedindo assim sua ligacédo com fatores de coagulacéo, provavelmente devido
a impedimento estérico.

Em relacéo aos ensaios antiagregantes plaquetarios in vitro para a formulacéo
MP/F4M, foi observada inibicdo significativa da agregacédo plaquetéria induzida por
acido araquidénico devido ao efeito antiagregante plaquetario do AAS, evidenciando
presenca e atividade deste farmaco na formulacdo, corroborando com resultados da
literatura para a atividade do AAS (AWTRY & LOSCALZO, 2000; CASADO-ARROYO,
SOSTRES, LANAS, 2013; HAYDEN et al., 2002). Além disso, 0os ensaios de
agregacao refeitos apos 28 dias demonstraram a estabilidade da formulagéo,
confirmando os estudos de estabilidade do AAS discutidos anteriormente.

Finalmente, a concentracdo de fucoidana no p6 ndo induziu agregacao
plaquetéaria (33 pg/mL). Estudos realizados somente com a fucoidana demonstraram
que apenas em concentracbes acima de 400 pug/mL, a fucoidana extraida da alga
marrom Ascophyllum nodosum pode ser um agonista da agregacao, como ja relatado
por Manne e colaboradores (2013) (MANNE et al., 2013b).

Nos resultados de hemolise, foi possivel perceber que a formulacdo, em duas
concentracbes diferentes (0,5 e 1 mg/mL) ndo apresentou atividade hemolitica,
reforcando o perfil de biocompatibilidade da formulacéo proposta.

Com isso, os achados reforcam o objetivo do estudo, visto que a utilizacédo
concomitante de antitrombadticos que atuam em diferentes proteinas e vias elevam o
risco de hemorragias conforme exposto por inidmeros autores (CASADO-ARROYO,
SOSTRES, LANAS, 2013; CRYER & FELDMAN, 1999; HAYDEN et al., 2002; KELLY
et al., 1996).

Para os ensaios de adesao plaquetéaria, sabendo que a PSGL-1 é o receptor
da P-selectina, como demonstrado em trabalhos classicos de Pouyani e Seed (1995)
e Frenette e colaboradores (2000) e que as plaquetas ativadas expressam P-selectina
(FALATI et al., 2003; FRENETTE et al., 1995, 2000; POUYANI & SEED, 1995),
percebemos que a fucoidana utilizada apresenta seletividade pela P-selectina, através
do ensaio de adesdo competitiva utilizando PSGL-1, onde concentracdes da
formulacdo acima de 2,5 mg/mL apresentam seletividade com a P-selectina devido
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provavelmente a presenca de fucoidana suficiente para se ligar a plaguetas ativadas
expressando P-selectina.

Esses resultados confirmam a capacidade da formulacado em interagir com a P-
selectina expressa em diversos locais, como nas plaguetas ativadas e lesdes
endoteliais que possam acarretar quadros patologicos tromboticos conforme ja
exposto anteriormente.

Diversos estudos classicos relatam dificuldade em padronizar a ativagdo das
plaquetas dos ratos com acido araquiddnico, onde a concentragdo utilizada varia de
10 a 500 mM, (BRYAN SMITH et al., 1974; KULKARNI et al., 2000; SAKATA et al.,
2017; VARGAFTIG, 1978). Como néo foi possivel ativar as plaquetas dos ratos
utilizados no presente trabalho com &cido araquidénico, optamos por utilizar o ADP e
coldgeno, que ja sdo relatados na literatura em apresentar modificagdes na agregacao
apos utilizacdo de AAS (ASHIDA, SAKUMA, ABIKO, 1980; HERBERT, BERNAT,
MAFFRAND, 1993; MAFFRAND et al., 1988; SEUTER, 1976; WANG et al., 2002)

De forma geral, a agregacdo plaquetéria de ratos induzida por colageno
apresenta algumas particularidades, como exposto por Takahashi (1991 e 2000).
Ambos trabalhos deste autor relatam que ha uma agregacao reversivel e € necessaria
uma concentracdo muito maior de colageno para ativar as plaquetas de ratos quando
comparados as de humano. Mesmo assim, este autor demonstrou ser possivel
rastrear atividade de diferentes farmacos antiagregantes plaquetarios através da
inducdo por coldgeno em ratos (por exemplo, AAS, clopidogrel, ticlopidina)
(TAKAHASHI, 1991, 2000).

De forma analoga, o ADP se apresenta como um potente indutor da agregacéao
plaquetaria em ratos, conforme discutido por Eyre e Gamlin (2010); Wang e King
(2012) e Cimmino e Golino (2013). Além disso, Takahashi (1991 e 2000), também
comenta que ratos ndo apresentam agregacao secundaria, responsavel pela liberacéo
do conteudo granular das plaquetas e a agregacao de ratos é facilmente iniciada com
ADP. Com isso, essa agregacdo é rapida e se mantém até em pequenas
concentracbes, como relatado em diversos estudos (ASHIDA, SAKUMA, ABIKO,
1980; KOBAYASHI & DIDISHEIM, 1973; MAFFRAND et al., 1988; TAKAHASHI, 1991,
2000).

Em nossos ensaios de agregacao plaquetaria ex vivo utilizando o ADP, nao

foram observadas diferencas estatisticas relacionados ao perfil antiagregante do AAS,
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resultado possivelmente relacionado a baixa concentracdo do farmaco utilizado e a
poténcia deste indutor, sendo descrito na literatura a necessidade de uma alta dose
de AAS para se observar efeitos (HERBERT et al., 1996; KOBAYASHI & DIDISHEIM,
1973; TOHTI et al., 2006; VARGAFTIG, 1978; WANG et al., 2002).

Mesmo assim, foram realizados experimentos ex vivo utilizando 3,5 mg/kg de
AAS puro em diferentes tempos apés administracao pulmonar (2h, 6h e 24h) e inducéo
com ADP para confirmar se o farmaco por si s6 apresentava modificacdo no padrao
de agregacdo. Assim como a formulacdo MP/F4M, o AAS puro néo teve atividade
antiagregante plaquetaria ex vivo expressiva, corroborando com os achados
anteriores para a via do ADP.

O colageno, devido as problematicas citadas anteriormente para a via do acido
araquidonico (BRYAN SMITH et al., 1974; KULKARNI et al., 2000; SAKATA et al.,
2017; VARGAFTIG, 1978), é o indutor de escolha nos estudos utilizando ratos e AAS,
conforme pode ser observado em varios estudos (CRUZ et al., 2002; DAYKIN et al.,
2006; GONZALEZ-CORREA et al., 2008; MOLINA et al., 2005), devido principalmente
a facilidade de observar possiveis alteracdes na agregacéao plaquetaria apos inducao
(SAKATA et al., 2017).

No presente estudo foram utilizados 3,5 mg/kg de AAS puro, o qual, ndo
apresentou atividade ex vivo, corroborando com os trabalhos de Sakata e
colaboradores (2017), onde apenas concentracdes maiores de 30 mg/kg de AAS pela
via oral apresentam uma atividade expressiva. Além disso, a dose Unica é relatada na
literatura como néo eficaz em inibir plaquetas de ratos ex vivo, conforme exposto por
Daykin e colaboradores (2006), que demonstrou que concentracdes abaixo de 10
mg/kg de AAS em uma administracao oral ndo apresentaram atividade antiagregante
plaquetaria e Gonzales-Correa e colaboradores (2008) que utilizaram 2,42 mg/kg
durante sete dias e Cruz e colaboradores (2002) que utilizaram 10 mg/kg por 3 meses
(CRUZ et al., 2002; DAYKIN et al., 2006; GONZALEZ-CORREA et al., 2008).

No entanto, a formulagcdo MP/F4M apresentou atividade nos tempos 2, 4, 6 e
24 horas apos administracdo Unica, inferindo que ha uma modulagcdo na agregacao
plaguetaria ex vivo de ratos com baixas concentracfes de AAS, diferindo assim, dos
resultados da literatura (CRUZ et al., 2002; DAYKIN et al., 2006; GONZALEZ-
CORREA et al.,, 2008). Corroborando esses resultados, Daykin e colaboradores
(2006), relataram um melhor perfil antiagregante plaquetario quando ha associacao
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de farmacos, como AAS e enoxaparina e AAS e clopidogrel pela modulacdo da
agregacao plaquetaria, o que pode estar diretamente relacionado com o AAS e o perfil
de seletividade da fucoidana.

Para os ensaios in vivo, através da trombose arterial induzida por cloreto férrico,
conforme exposto por Wang e Xu (2005) € necessario um ajuste fino da dose de
cloreto férrico para que o0 ensaio consiga observar diferencas em ratos tratados
(WANG & XU, 2005). Sendo assim, conforme exposto por diversos autores, a
auséncia de uma padronizagdo faz que sejam necessarios diversos estudos prévios
até que a concentracdo de cloreto férrico seja otimizada (ELG, GUSTAFSSON,
CARLSSON, 1999; LOCKYER & KAMBAYASHI, 1999; SURIN et al., 2010; TANAKA,
SATO, KURIMOTO, 2000; WANG et al., 2006). Dessa forma, a concentracao 6tima
de trabalho neste estudo foi de 20%.

Com intencéo de observar se o AAS puro poderia influenciar no resultado, foi
administrada por via pulmonar a mesma concentracdo dos ensaios anteriores (3,5
mg/kg). Entretanto, tanto o AAS puro quanto a formulacdo MP/F4AM na concentracao
11 mg/kg n&o apresentaram aumento do tempo para ocluséo.

Ao observar dados na literatura, é possivel perceber que a concentracao de
AAS utilizada nos ensaios de trombose arterial € muito maior que 3,5 mg/kg, além de
alguns apresentarem modificac6es no tempo de tratamento ou via de administracao.
Isso € relatado no trabalho de Surin e colaboradores (2010), onde utilizaram 30 mg/kg
de AAS, uma dose por dia, durante trés dias; Lockyer e Kambayashi (1999) com
administracao intravenosa de 10, 30 e 100 mg/kg de AAS; Wang e colaboradores
(2006) com administracdo intravenosa de 30 e 100 mg/kg de AAS; Tang e
colaboradores (2003) com administracdo oral de 30 mg/kg de AAS e Prakash e
colaboradores (2011) com administragdo oral de 30 mg/kg de AAS (LOCKYER &
KAMBAYASHI, 1999; PRAKASH et al., 2011; SURIN et al., 2010; TANG et al., 2003;
WANG et al., 2006).

Sendo assim, ao modificarmos o tempo de tratamento, passando de um dia
para trés dias e trés doses de 11 mg/kg, percebemos um discreto aumento no tempo
para ocluséo. Logo, foram realizados ensaios adicionais com o maximo de formulagéo
(11,5 mg/kg) possivel para administragdo pulmonar em ratos sem causar danos ou

problemas na respiracéo, assim como o 0bito destes animais.

163



Os resultados foram semelhantes ao AAS por via oral (gavagem), na
concentracdo de 10 mg/kg, uma dose por dia durante trés dias, inferindo que, além de
uma administracdo Unica apresentar inibicdo da agregacdo plaquetaria conforme
demonstrada anteriormente, uma administragdo mais prolongada (trés dias) possui
semelhante aumento do tempo de oclusdo ao AAS gavagem 10 mg/kg, mas em
concentracdo 1,5 menor (11,5 mg/kg da formulacdo MP/FAM para 10 mg/kg do AAS
puro).

Como sédo dados inéditos utilizando administracdo pulmonar de AAS, ndo é
possivel precisar um mecanismo para a formulacdo MP/F4AM (11,5 mg/kg) apresentar
um perfil semelhante ao AAS puro 10 mg/kg por via oral. Contudo, conforme
mencionando anteriormente, Lefrancais e colaboradores (2017), relataram que
embora a medula 6ssea seja importante para a biogénese das plaquetas, o pulméao
tem grande participacdo nesse processo, sendo um 6rgao de producao e distribuicdo
de plaquetas (LEFRANCAIS et al., 2017).

Sendo assim, a inibicdo das plaquetas em seu local de biogénese, com uma
liberacdo controlada mantendo algum nivel de inibicdo por um longo periodo (24 horas
observado no ensaio de agregacdo ex vivo) pode estar relacionada com esse perfil
inibitério semelhante a uma alta concentracao de AAS por via oral.

Como apenas os ensaios de uma dose por dia, durante trés dias apresentaram
resultados para trombose arterial, esses grupos foram utilizados no tempo de
sangramento. Desta forma foi possivel perceber que 10 mg/kg de AAS por via
pulmonar aumentou a quantidade de hemoglobina perdida mesmo sem aumentar o
tempo para ocluséo e 10 mg/kg de AAS por via oral também aumentou a quantidade
de hemoglobina, mas apresentou resultados na trombose arterial.

Esse achados corroboram com resultados do aumento de tempo de
sangramento observado por Stupnisek e colaboradores (2012 - 1 g/kg de AAS por via
intraperitoneal); Shatoor e colaboradores (2012 - 25 mg/kg de AAS, uma dose por dia
durante sete dias); Létienne e colaboradores (2010 - 40 mg/kg de AAS por via oral) e
Bird e colaboradores (2011 - 30 mg/kg de AAS por via intraperitoneal) (BIRD et al.,
2011; LETIENNE et al., 2010; SHATOOR et al., 2012; STUPNISEK et al., 2012). De
forma satisfatéria, a formulagdo MP/FAM ndo apresentou aumento do tempo de
sangramento, reforgcando seu carater antitrombotico com diminuicdo dos efeitos

hemorragicos.
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A literatura relata que o AAS pode causar uUlceras hemorragicas em ratos, mas
apenas em doses maiores que 100 mg/kg, conforme exposto por Das e Roy (2012)
gue utilizaram 500 mg/kg; Wang e colaboradores (2011) que utilizaram 200 mg/kg e
Kodela e colaboradores (2015) que utilizaram 180 mg/kg. De forma interessante,
Raghavendran e colaboradores (2011) utilizaram 400 mg/kg de AAS por via oral e
perceberam que o dano na mucosa gastrica foi prevenido pela utilizacédo de 0,02 g/kg
de fucoidana (DAS & ROY, 2012; KODELA et al., 2015; RAGHAVENDRAN,
SRINIVASAN, REKHA, 2011; WANG et al., 2011).

Como as doses de AAS (3,5 mg/kg e 10 mg/kg) estdo muito abaixo do reportado
na literatura, a analise histopatolégica do estbmago e intestino confirma a auséncia
de Ulceras hemorragicas, estando em concordancia com os trabalhos apresentados.

Para a andlise do coracdo, figado e rim, ndo foi observada nenhuma
modificacdo estrutural ou presenca de células inflamatérias, confirmando a
biocompatibilidade da formulacéo.

Ja em relacdo ao pulmdo, ndo ha relato na literatura dos efeitos que a
administracdo do AAS em um pulmao saudavel possa acarretar, se tratando assim,
de uma avaliacéo inédita. Para a avaliacdo do pulmé&o dos animais que receberam
AAS pela via pulmonar, foi possivel perceber areas de espessamento do septo
alveolar e presenca de células inflamatérias, com resultados semelhantes expostos
por Santos, Silva e Polacow (2013) com utilizacdo de bleomicina de forma
intratraqueal, que é capaz de induzir inflamacdo e espessamento de septo
interalveolar (SANTOS et al., 2013).

Em contrapartida, quando utilizada a formulacdo MP/F4M, ndo houve essas
modifica¢des estruturais no pulméo levando a crer que a formulagcdo apresenta um
efeito protetor frente aos danos causados pelo AAS. Para fins de comparacdo, um
animal que morreu ap6s administracao de 10 mg/kg de AAS foi analisado, percebendo
gue o acumulo de AAS acentuou os efeitos deletérios no pulmao deste animal, o
levando a obito.

Sendo assim, esses resultados evidenciam a possivel aplicabilidade da
formulacdo desenvolvida (MP/F4M) para a administragdo por via pulmonar, com
parametros fisico-quimicos interessantes, além de uma grande estabilidade da

formulacédo, perfil mucoadesivo positivo para tratamento pulmonar, com liberacéo
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controlada, confirmando a potencialidade desta formulacdo para tratamento de

quadros trombadticos, com diminuicdo do potencial hemorragico.
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6. CONCLUSAO







7 CONCLUSAO

- Foi desenvolvida uma formulagéo por secagem por aspersdo baseada em
microparticulas contendo AAS, fucoidana, L-lisina e HPMC.

- As caracteristicas fisico-quimicas da formulacéo apresentaram-se adequadas
a via pulmonar, indicando potencial capacidade de administracdo por esta via e de
deposicao nas regides mais profundas do pulmao.

- O perfil de liberagé&o in vitro resultou em uma liberagéo prolongada do farmaco
e o potencial mucoadesivo demonstrou propriedades bioadesivas necessarias para
um aumento do tempo de permanéncia no pulmdo com possivel acdo local e/ ou
sistémica.

- Os ensaios antihemostaticos in vitro evidenciaram a aplicabilidade desta
formulacao para tratamento de quadros trombaoticos.

- Os ensaios antitrombaoticos ex vivo demonstraram um perfil de atividade
durante diversos tempos (2, 4, 6 e 24 horas ap0s Unica dose).

- Os ensaios antitrombéticos in vivo corroboraram aumento do tempo de
ocluséo utilizando a formulacdo com concentracdo de AAS aproximadamente trés
vezes menor do que o AAS puro.

- Os ensaios de potencial hemorragico comprovaram aumento do tempo de
sangramento para o AAS puro, mas nédo para a formulacao desenvolvida.

- Os estudos in vivo demonstraram que formulagdo administrada por via
pulmonar garantiu a manutencao da arquitetura dos 6rgdos e auséncia de hemorragia,
hiperemia ou inflamacéo, de forma diferente ao AAS puro pulmonar que apresentou
espessamento do septo alveolar com presenca de células inflamatérias no pulméao.

- Considerando estes achados, pode-se afirmar que a formulacdo se
apresentou como forte candidata a tratamento de quadros tromboéticos pela via
pulmonar, com resultados favoraveis de estabilidade, de liberacdo prolongada e
manutenc¢ao da inibicdo da agregacéao plaquetéaria por um longo periodo, seletividade
para P-selectina, sem ocasionar quadros de hemorragia ou danos nos 6rgaos em um

curto tratamento.
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8 MATERIAL SUPLEMENTAR
8.1 FORMULACOES PULVERULENTAS

8.1.1 Validacdo do método analitico para quantificacdo do acido acetilsalicilico

(AAS) e acido salicilico (AS) nas microparticulas (MP)

O método analitico por HPLC-UV foi validado considerando os seguintes
parametros para o farmaco AAS e seu principal produto de hidrolise (AS):

— Linearidade: trés curvas de calibracéo foram construidas a partir de diluicdes
de uma solucdo méae do AAS (pontos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pug/mL) ou AS (0,24, 0,48,
1, 2,5, 10, 20 e 30 pg/mL) em bal&o volumétrico de 25mL contendo acetonitrila: agua
+ propilenoglicol 2% (50: 50 — v/ v) seguido de sonicacao por 60 minutos. A equacéo
de calibracdo obtida pela média dos pontos foi utilizada para determinacdo da

concentracdo de AAS/AS por grama de po (Figura 63 e 64),

Curva calibragéo linear AAS para MP

1388888 T y=16790x + 11751
T~ R2=0,9992
800000

600000
400000
200000
0 : : : : : : |
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracdo AAS (ug/mL)

Area

Figura 63 — Curva de calibracéo linear e equacao da reta obtidas para quantificacéo
do farmaco AAS (&cido acetilsalicilico) nas microparticulas (MP) (n = 3).

Curva calibracao linear AS para MP
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1000000 + Y =33321x+4712,4
R2 = 10,9998
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Figura 64 — Curva de calibragéo linear e equacao da reta obtidas para quantificacao
do farmaco AS (acido salicilico) nas microparticulas (MP) (n = 3).
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— Seletividade: determinada pela avaliacdo do tempo de retencdo do AAS ou
AS em relacdo a formulacdo com todos os constituintes (branco), onde né&o foi
observado interferéncia (Figura 65).

— Preciséo repetibilidade: Seis réplicas de 30 pg/mL e 2 pug/mL (AAS e AS,
respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas
condicbes de operacdo, mesmo analista e instrumentacdo em uma Unica corrida
analitica (Tabela 15 e 16).
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Figura 65 — Cromatograma da formulagdo branca (A) na mesma concentracao do
ponto médio (10 pg/mL) da curva de calibragéo do acido acetilsalicilico (B) e do acido
salicilico (C) em Ringer.
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Tabela 15 — Concentracfes de acido acetilsalicilico (AAS) obtidas utilizando
parametros iguais em uma corrida analitica.
Concentracdo AAS (ug/mL)

29,8 29,6 30,0 29,4 29,9 30,3
Média 29,83 | DP 031 | DPR 1,05
Abreviaturas: AAS = &cido acetilsalicilico; DP = Desvio padrao; DPR = Desvio padréo

relativo.

Tabela 16 — Concentracfes de acido salicilico (AS) obtidas utilizando parametros
iguais em uma corrida analitica.
Concentracdo AS (ug/mL)

1,89 1,92 1,95 1,99 2,01 2,00
Média 1,96 | DP 005 | DPR 2,46
Abreviaturas: AS = acido salicilico;, DP = Desvio padrdo; DPR = Desvio padréo

relativo.
— Precisao intermediaria: Seis réplicas de 30 ug/mL e 2 pg/mL (AAS e AS,

respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas
condicbes de operacdo, diferente analista e corrida analitica em dias diferentes
(Tabela 17 e 18).

Tabela 17 — Concentracdes de 4cido acetilsalicilico (AAS) obtidas.
Concentracado AAS (ug/mL)

28,9 29,8 30,2 29,8 29,7 30,0
Média 29,73 | DP 045 | DPR 1,50
Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; DP = Desvio padrdo; DPR = Desvio padréao

relativo.

Tabela 18 — Concentracdes de acido salicilico (AS) obtidas.
Concentracao AS (ug/mL)

1,92 1,95 1,90 2,03 2,00 1,99
Média 1,97 | DP 005 | DPR 2,55
Abreviaturas: AS = acido salicilico; DP = Desvio padrao; DPR = Desvio padrédo

relativo.
— Limite de quantificacdo (LQ) e deteccédo (LD): calculados considerando a

média do valor do coeficiente angular “a” das equacdes de calibragdo e a média do
valor do intercepto “b” das equacdes de calibracdo (n = 3), onde:

LQaas: 1,387 pug/mL

o LDaas: 0,523 pg mL

o LQas: 0,159 pg/mL

o LDas: 0,045 pg/mL
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8.1.2 Validagdo do método para quantificagdo dafucoidana nas microparticulas

A validacao levou em conta linearidade, seletividade, preciséo repetibilidade e
precisdo intermediaria.

— Linearidade: trés curvas de calibracao foram construidas utilizando os pontos
1,25,5, 75,10, 12,5, 15 e 20 pug/mL, obtidos a partir de diluicdes de uma solucao
mae da fucoidana em frasco ambar contendo 50 mL de agua ultrapura. A equacao de
calibracdo obtida pela média dos pontos foi utilizada para determinacdo da
concentracéo de fucoidana por grama de po (Figura 66).

Curva calibragéo linear fucoidana para MP

0,250 +
E 0.200 + y = 0,0093x + 0,0108
5 R2=0,9991
o
< 0,150 +
o
O
& 0,100 +
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(@)
3 0,050 +
< )
0,000 : : : |
0 5 10 15 20

Concentracéo fucoidana (pg/mL)

Figura 66 — Curva de calibracéo linear e equacao da reta obtidas para quantificacéo
da fucoidana para microparticulas (MP) (n = 3).
— Seletividade: determinada pela avaliacao da absorbancia do reagente DMMB

com todos os constituintes, sem a fucoidana. A absorbancia observada foi igual a zero
para a triplicata.

— Precisdo repetibilidade: Seis réplicas de 10 pg/mL individualmente
preparadas foram analisadas sob mesmas condi¢cdes de opera¢do, mesmo analista e

instrumentacdo em um Unico ensaio (Tabela 19).

Tabela 19 — Concentracfes fucoidana obtida utilizando paréametros iguais em um
anico ensaio.

Concentragao fucoidana (pg/mL)
10,13 9,81 9,91 10,02 9,91 9,81
Média 9,93 | DP 013 | DPR 1,27
Abreviaturas: DP = Desvio padrdo; DPR = Desvio padréo relativo.
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— Preciséo intermediaria: Seis réplicas de 10 pug/mL individualmente preparadas
foram analisadas sob mesmas condi¢cdes de operacdo, diferente analista e em dias
diferentes (Tabela 20).

Tabela 20 — Concentracdes fucoidana obtida utilizando parametros iguais com
diferente analista e dias diferentes.
Concentragao fucoidana (pg/mL)
9,91 10,02 9,91 10,24 9,59 10,13
Média 9,97 | DP 022 | DPR 2,24
Abreviaturas: DP = Desvio padrao; DPR = Desvio padrao relativo.

8.2 PERFIS DE LIBERACAO IN VITRO

8.2.1 Validacao do método analitico para quantificacdo do acido acetilsalicilico
(AAS) e &cido salicilico (AS) nas microparticulas (MP) submetidas ao ensaio de

liberacao in vitro

O método analitico HPLC-UV foi validado considerando os seguintes
parametros para o farmaco AAS e seu principal constituinte apds hidrélise (AS) nos
meios Ringer; Fluido Pulmonar Simulado (FPS); Fluido Lisossomal Artificial (FLA);
Fluido Gastrico Simulado (FGS) e Fluido Intestinal Simulado (FIS).

— Linearidade: trés curvas de calibracdo foram construidas a partir de uma
solugdo méae do AAS (pontos 0,5, 1, 5, 10, 20, 30 e 40) e AS (pontos 0,5; 1; 2,5; 5; 10
e 20 pg/mL) em baldo volumétrico de 25mL contendo acetonitrila: agua +
propilenoglicol 2% (50: 50 — v/ v) seguido de sonicagdo por 60 minutos com
subsequentes diluicdes em baldo de 5mL contendo o meio de escolha. A equacao de
calibracéo obtida pela média dos pontos foi utilizada para calculo da porcentagem de
AAS liberado e hidrolisado (AS) (Tabela 21 e 22).

Tabela 21 — Equacédo da reta e r2 obtidas para quantificacdo do farmaco AAS (acido
acetilsalicilico) liberado em diferentes meios (n = 3).

Acido acetilsalicilico (AAS)

Meio Equacéo da reta r2

Ringer y = 19088x — 6676,9 0,9993

Fluido pulmonar simulado  y =16542x - 6447,9 0,9987

Fluido lisossomal artificial ~y =14633x + 1686,3 0,9995

Fluido géstrico simulado y =15728x -799,6  0,9995

Fluido intestinal simulado  y =15882x - 4381,6 0,999
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Tabela 22 — Equacéo da reta e r2 obtidas para quantificacdo do AS (acido salicilico)
liberado em diferentes meios (n = 3).

Acido salicilico (AS)

Meio Equacéo da reta r2

Ringer y = 41549x - 291,98 0,9998

Fluido pulmonar simulado  y = 32800x + 2465,6 0,9997

Fluido lisossomal artificial ~y =40715x - 1859,3 0,9995

Fluido géstrico simulado y = 33811x - 2538,9 0,9987

Fluido intestinal simulado  y = 32688x + 525 1

— Seletividade: determinada pela avaliacdo do tempo de retencdo do AAS ou
AS puro em relacdo a formulacdo com todos os constituintes nos meios utilizados,
onde néo foi observado interferéncia (Ringer - Figura 67; Fluido pulmonar simulado —
Figura 68; Fluido lisossomal artificial - Figura 69; Fluido gastrico simulado - Figura

70 e Fluido intestinal simulado - Figura 71).
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Figura 67 — Cromatograma da formulacdo branca (A) na mesma concentracdo do

ponto médio (10 pg/mL) da curva de calibragéo do acido acetilsalicilico (B) e do acido
salicilico (C) em Ringer.
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Figura 68 — Cromatograma da formulagdo branca (A) na mesma concentracao do
ponto médio (10 pg/mL) da curva de calibragéo do acido acetilsalicilico (B) e do &acido
salicilico (C) em Fluido pulmonar simulado (FPS).
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Figura 69 — Cromatograma da formulacdo branca (A) na mesma concentracdo do

ponto médio (10 pg/mL) da curva de calibragéo do acido acetilsalicilico (B) e do acido
salicilico (C) em Fluido lisosomal artificial (ALF).
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Figura 70 — Cromatograma da formulagdo branca (A) na mesma concentracao do

ponto inicial (0,5 pg/mL) da curva de calibracéo do acido acetilsalicilico (B) e do acido
salicilico (C) em Fluido géastrico simulado (FGS).
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Figura 71 — Cromatograma da formulacdo branca (A) na mesma concentracdo do

ponto inicial (0,5 pg/mL) da curva de calibracdo do acido acetilsalicilico (B) e do acido
salicilico (C) em Fluido intestinal simulado (FIS).
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— Precisao repetibilidade: Seis réplicas de 10 pug/mL e 2,5 pug/mL (AAS e AS,
respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas
condicbes de operagcdo, mesmo analista e instrumentacdo em uma Unica corrida
analitica (Tabela 23 e 24).

Tabela 23 — Concentracbes de acido acetilsalicilico (AAS) obtidas utilizando
parametros iguais em uma corrida analitica.
Concentracdo AAS (ug/mL)
Ringer 9,97 9,86 9,93 10,01 10,02 9,95
Média 9,96 | DP 0,06 | DPR 0,59
Fluido pulmonar simulado 9,98 9,90 995 10,00 10,10 9,98
Média 9,99 | DP 0,07 | DPR 0,66
Fluido lisossomal artificial 9,89 9,99 10,20 9,86 9,97 10,20
Média 10,02 | DP 015 | DPR 1,49
Fluido gastrico simulado 9,99 9,85 9,86 9,85 10,00 9,87
Média 9,90 | DP 0,07 | DPR 0,72
Fluido intestinal simulado 10,01 9,89 9,99 9,84 9,87 9,76
Média 9,89 | DP 0,09 | DPR 0,95
Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; DP = Desvio padrdo; DPR = Desvio padréao
relativo.

Tabela 24 — Concentracbes de acido salicilico (AS) obtidas utilizando parametros
iguais em uma corrida analitica.
Concentracédo AS (ug/mL)
Ringer 2,50 2,46 2,45 2,56 2,47 2,36
Média 2,47 | DP 0,07 | DPR 2,66
Fluido pulmonar simulado 2,45 2,52 2,49 2,46 2,51 2,50
Média 2,49 | DP 0,03 | DPR 1,12
Fluido lisossomal artificial 2,48 2,50 2,46 2,55 2,52 2,46
Média 250 | DP 0,04 | DPR 143
Fluido gastrico simulado 2,52 2,51 2,46 2,48 2,48 2,48
Média 2,49 | DP 0,02 | DPR 0,88
Fluido intestinal simulado 2,49 2,49 2,48 2,46 2,52 2,49
Média 2,49 | DP 0,02 | DPR 0,78
Abreviaturas: AS = acido salicilico; DP = Desvio padrdao; DPR = Desvio padréo
relativo.

— Preciséo intermediaria: Seis réplicas de 10 pg/mL e 2,5 pg/mL (AAS e AS,
respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas

condi¢Oes de operagao, diferente analista e em dias diferentes (Tabela 25 e 26).

Tabela 25 — Concentragdes de acido acetilsalicilico (AAS) obtidas.
Concentracdo AAS (ug/mL)
Ringer 9,89 9,99 10,00 9,98 9,99 9,80
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Média 9,86 | DP 0,08 | DPR 0,81

Fluido pulmonar simulado 9,89 991 10,20 10,10 9,95 9,87

Média 9,99 | DP 013 | DPR 1,33

Fluido lisossomal artificial 9,99 9,97 998 10,00 9,86 9,75

Média 9,93 | DP 010 | DPR 1,01

Fluido gastrico simulado 10,20 10,00 9,87 9,56 9,62 9,89

Média 9,86 | DP 024 | DPR 242

Fluido intestinal simulado 9,76 10,20 9,84 9,99 10,10 9,95

Média 9,97 | DP 0,16 | DPR 1,63

Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; DP = Desvio padrdo; DPR = Desvio padréao
relativo.

Tabela 26 — Concentracdes de acido salicilico (AS) obtidas.
Concentracdo AS (ug/mL)
Ringer 2,49 2,50 2,51 2,54 2,44 2,46
Média 2,49 | DP 0,04 | DPR 1,44
Fluido pulmonar simulado 2,46 2,46 2,53 2,47 2,59 2,46
Média 250 | DP 0,05 | DPR 2,16
Fluido lisossomal artificial 2,50 2,50 2,46 2,52 2,39 2,48
Média 2,48 | DP 0,05 | DPR 1,87
Fluido géstrico simulado 2,51 2,46 2,48 2,53 2,44 2,48
Média 2,48 | DP 0,03 | DPR 1,32
Fluido intestinal simulado 2,52 2,51 2,45 2,42 2,53 2,50
Média 2,49 | DP 004 | DPR 1,75
Abreviaturas: AS = acido salicilico; DP = Desvio padrao; DPR = Desvio padrédo
relativo.
— Limite de quantificacdo (LQ) e deteccédo (LD): calculados considerando a

média do valor do coeficiente angular “a” das equacdes de calibragdo e a média do
valor do intercepto “b” das equacdes de calibracdo (n = 3) (Tabela 27):

Tabela 27 — Limite de quantificacdo e deteccao obtidos em diferentes meios.

Acido acetilsalicilico Acido salicilico (AS)

(AAS)
Meio LQ pug/mL LD pg/mL LQ ug/mL LD pg/mL
Ringer 1,446 0,434 0,130 0,039
Fluido pulmonar simulado 1,382 0,415 0,814 0,244
Fluido lisossomal artificial 1,833 0,850 1,265 0,380
Fluido gastrico simulado 0,609 0,183 1,516 0,455
Fluido intestinal simulado 1,600 0,480 0,266 0,080

Abreviaturas: LQ = Limite de quantificacdo e LD = Limite de deteccéo.
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8.3 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES MUCOADESIVAS IN VITRO

8.3.1 Validacdo do método analitico para quantificacdo do acido acetilsalicilico
(AAS) nas microparticulas (MP) submetidas ao perfil de lavabilidade em mucosa

esofagica de suino e no ensaio de permeacao

A extracdo seguiu o método previamente descrito para a formulacdo MP/F4M
em meio FPS. Para a quantificacdo do que ficou retido na mucosa, o método analitico
por HPLC-UV foi validado considerando os seguintes parametros para o farmaco AAS:

— Linearidade: uma curva de calibracéo foi construida a partir de diluices de
uma solucdo mée do AAS (pontos 20, 30, 50, 60 e 80 pg/mL). Uma aliquota da solucao
mae referente a diluicdo requerida foi pipetada sobre a mucosa picada, em tubo falcon
e mantida em repouso durante 30 minutos. Apés este periodo, foi adicionado 3 mL do
meio extrator (FPS). As amostras foram submetidas a agitacéo por vortex (2 minutos),

seguida de sonicacéao por ultrassom (40 minutos; 40°C) (Figura 72).

Curva de calibracéo linear AAS em mucosa esofégica suina

1200000

y = 12516x + 56083
R2 = 0,9922

1000000

800000

600000

Area

400000

200000

0 : : : : : : : : |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Concentracdo AAS (ug/mL)

Figura 72 — Curva de calibracéo linear e equacao da reta obtidas para quantificagéo
do farmaco AAS (acido acetilsalicilico) na mucosa esofagica de suino (n = 3).
— Seletividade: determinada pela avaliagdo do tempo de retengdo do AAS em

relacdo a formulacéo com todos os constituintes em pele de es6fago suino, onde néo

foi observado interferéncia (Figura 73).
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Figura 73 — Cromatograma da formulacdo branca (A) na mesma concentracdo do
ponto médio (10 pg/mL) da curva de calibracdo do acido acetilsalicilico (B) em meio
extrator FPS.

— Precisao repetibilidade: Seis réplicas de 30 ug/mL do AAS individualmente
preparadas foram analisadas sob mesmas condi¢des de operagdo, mesmo analista e

instrumentacdo em uma Unica corrida analitica (Tabela 28).

Tabela 28 - Concentracdes de &cido acetilsalicilicoA%AAS) obtidas utilizando
parametros iguais em uma corrida analitica.
Concentragao AAS (ug/mL)

29,5 29,1 30,2 28,9 29,3 28,9
Média 29,32 | DP 049 | DPR 1,68
Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; DP = Desvio padrdo; DPR = Desvio padrao

relativo.
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— Precisdo intermediaria: Seis réplicas de 30 ug/mL do AAS individualmente
preparadas foram analisadas sob mesmas condi¢cdes de operacéo, diferente analista
e corrida analitica em dias diferentes (Tabela 29).

Tabela 29 — Concentracfes de acido acetilsalicilico (AAS) obtidas.
Concentracdo AAS (ug/mL)

29,4 30,5 28,5 28,6 29,0 31,2
Média 29,53 | DP 1,09 | DPR 3,69
Abreviaturas: AAS = acido acetilsalicilico; DP = Desvio padrao; DPR = Desvio padréo

relativo.

— Limite de quantificagdo (LQ) e deteccéo (LD): calculados considerando a
meédia do valor do coeficiente angular “a” das equacgdes de calibragdo e a média do
valor do intercepto “b” das equacgdes de calibragao (n = 3), onde:

e Qaas: 3,044 pg/mL
e LDaas: 0,913 pg/mL

8.4 ENSAIOS ANTIHEMOSTATICOS IN VITRO

8.4.1 Curva de calibracéo de plaquetas para ensaio de adesdo plaquetéria in

vitro

A curva de calibracdo foi obtida através de PRP obtido de trés doadores
diferentes (n = 3), lendo em camara de Neubauer e utilizando seis concentracdes de
plaquetas a partir de uma solucdo mée (SM = proporgéao 1 de PRP para 5 de Tyrode
de ressuspensao) para construcao do grafico, conforme discriminado abaixo:

I Ponto 1: (88600 ou 8,8 x 10* células/uL) — 2 uL SM + 98 pL de
Tyrode de ressuspensao.

i Ponto 2: (443000 ou 4,4 x 10° células/pL) — 10 uL SM + 90 L de
Tyrode de ressuspensao.

iii. Ponto 3: (886000 ou 8,7 x 10° células/pL) — 20 L SM + 80 pL de
Tyrode de ressuspensao.

iv. Ponto 4: (1772000 ou 1.8 x 10° células/pL) — 40 pL SM + 60 pL de
Tyrode de ressuspensao.

V. Ponto 5: (2658000 ou 2,7 x 10° células/pL) — 60 pL SM + 40 uL de
Tyrode de ressuspensao.

Vi. Ponto 6: (3554000 ou 3,6 x 10° células/pL) — 80 pL SM + 20 uL de
Tyrode de ressuspensao.
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Ao final, foi adicionado 100 pL do Tampéao Citrato com p-nitropefil e Triton X-

100, incubando por uma hora em condices ambiente. Em seguida, a reacéo foi

parada com 50 pL de NaOH 2M e a absorbancia lida com auxilio de espectrofotdmetro
a 405 nm (Figura 74).
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Figura 74 — Curva de calibragao linear e equacao da reta obtidas para quantidade de
plaguetas no poco versus absorbancia a 405 nm (n = 3).
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9.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulos do Projeto: Desenvolvimento e caracterizagdo de microparticulas contendo
AAS associado a fucoidana por spray-drying para administracéo pulmonar

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Plinio Cunha Sathler

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Laboratério de Tecnologia
Industrial Farmacéutica (LabTIF — UFRJ)

Nome do voluntario:

Idade: RG ou CPF:
Email:

Telefone para contato;
Teria interesse em participar do nosso banco de dados? () SIM () NAO

O Sr(® estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa
“‘Desenvolvimento e caracterizagdo de microparticulas contendo acido acetilsalicilico
associado a fucoidana produzidas por spray-drying para administracdo pulmonar”,
conduzida pelo Laboratério de Tecnologia Industrial Farmacéutica (LabHex — UFRJ).

Este estudo tem como alvo testar e entender a atividade de formulacdes de
microparticulas no sistema hemostatico (coagulacdo sanguinea e agregacao
plaquetéria), com o objetivo de identificar caracteristicas moleculares importantes para
um potencial medicamento para tratamento de quadros trombéticos primarios e
secundarios.

O seu sangue sera colhido seguindo estritamente as normas de biosseguranga
(agulhas, luvas e materiais descartaveis) em tubos de coleta contendo um
anticoagulante para armazenamento sem que haja formacdo de um coagulo. Este
procedimento de coleta de sangue pode causar um ligeiro desconforto. O tubo
contendo o seu sangue sera destinado exclusivamente para ensaios realizados pelo
nosso laboratério onde testaremos formulac¢des de microparticulas para verificar como
eles atuam no sistema hemostatico.

Apos essas informacdes o(a) senhor(a) concorda voluntariamente em participar

do projeto, ciente que podera retirar a sua autorizacdo a qualquer momento, sem
prejuizo algum para minha, ou sua relagdo com o LabHex-UFRJ ou mesmo para a
pesquisa em si. Sera mantido carater confidencial dos seus dados pessoais e que, se
0s resultados dos testes gerarem informacdes importantes para todos que atuem com
estes estudos, estas informacOes estardo autorizadas a ser apresentadas em
congressos nacionais e internacionais e em publicacdes especializadas.
Eu, , RG ou CPF
declaro ter sido informado sobre os detalhes desta pesquisa,
seus riscos e beneficios e concordo em participar voluntariamente do projeto de
pesquisa acima descrito, doando ao LabHex, minha amostra de sangue.

Rio de Janeiro, de de
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10 ANEXOS

10.1

PARECER COMITE DE ETICA ANIMAL APROVADO

RJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO — UFR.
Centro de Ciéncias da Salde - CCS

Rio de Janeiro, 28 de janeiro de 2019

Prezado Professor Plinio Cunha Sathler

A Comizsio de Efica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentagdo Cientifica do
Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada no
Conselho Macional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) sob o mimero de
processo 01200.001568/2013-87 certifica que o projeto intitulado: “Desenvolvimento e
caracterizagio de microparticulas contendo acido acetilsalicilico associado a fucoidana
produzidas por spray-drying para administragio pulmonar.”, protocolo n® 00219, sob
sua responsabilidade que envolve a produgo, manutengdo efou utilizagio de animais para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Macional de Controle da Experimentag@o Animal (CONCEA), foi aprovado por
esta comissdo de ética, em reunido do dia 23/01/2019.

Finalidade {) Ensino [X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia do Projeto Até 28/02/2020
Espéciellinhagem Rattus norvegicus/ Wistar
N* de animais 45 animais
Pesolidade 200-250g/ 6-9 semanas
Sexo Machos e FEmeas
Origem Biotério da Faculdade de Farmacia - CCS
Bloco B - subsolo - UFRJ

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais - CCS

CELlA - UFRI- 4v. Carlos Chagars Fithe, 373 Prédio do Cantro de Ciéncias da Smide, Bloco K, 2° andar - sala 19 - Cidada
Tnivarsitdiria - CEP 21941-590 - Rio de Janaire — Brazil
Tai- (21 30386400 - hirps: fwww. ozl brvconteudos ‘oeun
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10.2 METODO DE DISSOLUCAO DE POS E APARATO DISSOLUTOR
Solicitagdo de depésito de patente sob numero BR1020180090933 pela
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

112

Relatério Descritivo de Patente de Invencao
METODO DE DISSOLUCAO DE POS E APARATO DISSOLUTOR

Campo da Invencéo
[0001] A presente invenc¢do descreve um método de dissolucédo de pos e

um aparato de dissolugdo capaz de conduzir o presente método. O método
envolve a formacdo de um pé coeso que dispensa a utilizagcdo de capsulas de
gelatina dura ou outros meios de confinamento ou a utilizacdo de aditivos no
meio de dissolugdo. A presente invengdo se situa nos campos do
desenvolvimento farmacotécnico de medicamentos.

Antecedentes da Invencao
[0002] O controle de qualidade durante o processo de desenvolvimento

farmacotécnico de medicamentos é de suma importancia para garantir sua
seguranca e eficacia (Ansel et al. 2000; Kesic, 2009), cujas determinagdes sdo
reguladas pela Agéncia Nacional de Medicamentos (ANVISA) que dispde sobre
as Boas Praticas de Fabricagcdo de Medicamentos de uso humano (RDC n°
17/2010, ANVISA). A fase biofarmacotécnica tem por objetivo determinar o
perfil de liberagdo do farmaco a partir do medicamento, podendo estimar
posteriormente sua absorgdo in vivo (Aguiar et al. 2005), visto que a absor¢ao
¢é fator dependente da quantidade de farmaco soluvel (Aradjo et al. 2010).
Desse modo, a realizagdo de ensaios de dissolugdo em diferentes condigdes
fisiologicas simuladas é de grande relevancia para garantir os efeitos
terapéuticos desejados, e assim, a qualidade biofarmacéutica.

[0003] Adicionalmente, nos deparamos com a problematica que versa
sobre a producgéo de sistemas carreadores de micro- e nanoparticulas na forma
de formas farmacéuticas pulverulentas. Muitos dos métodos e equipamentos
disponiveis para estudos de caracterizacdo ndo sdo compativeis com esta
tecnologia no sentido de quéo realista sdo quanto a limites de deteccéo e
quantidade de insumo necessario, visto que em sua maioria, tais sistemas
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carreadores sdo desenvolvidos com concentracdes de farmaco
significativamente baixas, e muitas vezes, em pequenas quantidades devido
limitagcdes da produgao em escala de bancada e o alto custo associado.

[0004] Um exemplo disso s@o os dissolutores, visto que sua aquisi¢ao
pode ser de aproximadamente 12 mil délares, dependendo do fabricante, além
dos custos para aquisicdo dos diferentes tipos de acessorios para
implementacéo no aparato, podendo superar o valor de 15 mil délares. Por se
tratar de equipamentos de ponta com alta qualificacdo, o alto custo para
obtencdo e manutengédo os torna inacessiveis principalmente para laboratérios
de pesquisa de pequeno porte ou vinculados a universidades. Sabe-se que o
teste de dissolucdo consiste em uma ferramenta de suma importancia para o
controle de qualidade de produtos em desenvolvimento, contudo este € apenas
um dos inumeros testes a serem realizados, e trabalhos desta natureza
requerem diferentes analises para sua eficiente caracterizac@o. Além de disso,
héa o custo associado a compra de farmacos e excipientes de grau farmacéutico
com alta pureza, e o tempo demandado para a obtengdo de sistemas
tecnolégicos. Estes dados reforcam a problematica da utilizagdo de aparatos
convencionais que necessitam de grande quantidade de amostra, que se
mostra inviavel, dificultando o progresso da pesquisa.

[0005] Um dos grandes problemas detectados no estado da técnica se
referem ao ensaio de dissolugdo de formulas farmacéuticas que no estado de
p6 flutuam e/ou floculam durante o ensaio, interferindo nos resultados obtidos,
uma alternativa para desviar deste problema é a introducdo do farmaco em pé
no interior de um meio de confinamento, como por exemplo, gelatina dura,
porém os meios de confinamento podem interagir com o farmaco, dependendo
de sua natureza, causando altera¢éo nos resultados dos ensaios.

[0006] Formas farmacéuticas soélidas requerem atengé@o especial, pois
sua biodisponibilidade pode ser afetada significativamente por diversos fatores,
como a solubilidade do farmaco, excipientes das formulagdo e técnicas de
producdo empregadas (Serajuddin, 1999; Khadka et al. 2014; McClements &
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Xiao, 2014; Kuentz, Holm & Elder, 2015). Entretanto, os métodos
farmacopeicos aceitos oficialmente apresentam algumas limitagdes na
execucao do ensaio para pos secos, e o principal refere-se a problemas de
interacdo cruzada, formando ligacdes covalentes entre o farmaco e/ ou
excipientes da formulagdo com os componentes de fabricacdo das capsulas de
gelatina dura, as quais sdo comumente utilizadas como reservatorios.

[0007] A literatura apresenta uma gama de estudos que relatam tal
incompatibilidade para diversos farmacos desde os anos 70, como
cloranfenicol, tetraciclina e ampicilina (Khalil et al., 1974; York, 1977; Mohamad
et al., 1986; Georgarakis et al., 1988), a qual continua até os dias atuais sem
uma solugéo eficiente. Duconseille e colaboradores (2014) em extensa revisao,
cita que aldeidos, iminas, cetonas, sacarideos (como glucose), corantes (FD&C
Red No. 3 ou 40 e Blue No. 1), carbonato de calcio, peréxido de hidrogénio,
acido sulfénico, carbodiimidas, benzeno e estabilizadores presentes em
farmacos e formulagdes farmacéuticas ocasionam a interagdo cruzada. Além
disso, Singh e colaboradores (2002) relata que a interagdo cruzada da capsula
de gelatina dura forma uma pelicula fina, dura e insolivel em agua, atuando
como uma barreira e restringindo a liberagdo da forma farmacéutica contida.
Outros exemplos de farmacos com interag&o cruzada com capsulas de gelatina
dura sd@o descritos na revisdo de Singh et al. (2002), como amoxicilina,
cloranfenicol, nitrofurantoina, gemfibrozil, farmacos hidrofébicos, etodolaco,
acetaminofeno e farmacos pouco soltiveis em agua.

[0008] Digenis e colaboradores (1994) mencionam que alguns farmacos
podem formar ligagdo quimicas inespecificas com cépsulas de gelatina dura,
levando a uma dissolugdo incompleta dos componentes da forma farmacéutica
solida e liberacéo insuficiente do farmaco, e no caso de ensaios de bancada,
um resultado falso. Adicionalmente, Ofner e colaboradores (2001) comenta
sobre a exposi¢cao de capsulas de gelatina dura com formaldeido (presente em
algumas formas farmacéuticas sélidas) e também sobre condi¢des de stress
(alta temperatura e umidade), relatando que também & possivel haver interagcdo
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cruzada entre os proprios elementos da capsula de gelatina dura, corroborando
com a problematica acima citada. Além dos estudos mencionados, muitos
outros casos sao relatados na literatura, os quais tornam evidente a relevancia
da problematica detectada e a urgente necessidade de desenvolver uma
metodologia capaz de superar esta imitagéo e viabilizar a execugéo do ensaio
de solubilidade que se faz indispensavel neste processo.

[0009] Outro problema inerente as metodologias habitualmente utilizadas
refere-se a formas farmacéuticas sélidas que contenham em sua composi¢céo
excipientes intumescentes (ex. hidroxipropil-metil-celulose e poloxamer),
impedindo que a forma farmacéutica fique totalmente submersa no meio de
dissolucdo. Marques (2014) demonstra a utilizagdo de enzimas no meio de
dissolugéo e utilizacdo de capsulas de HPMC (hidroxipropil-metilcelulose) para
minimizar os problemas relacionados a interagdo da formulagdo farmacéutica
com a capsula de gelatina dura. Adicionalmente, se 0 meio de dissolugdo
apresentar surfactantes, pode ser apropriado realizar um pré-tratamento
(incubagé@o) das capsulas de gelatina dura e enzimas, e, apés, adicdo do
surfactante. Esse método € descrito pelo FDA (Food and Drug Admnistration
U.S.A, database de métodos de dissolugdo). Embora sejam abordagens
recomendadas pela USP (United States Pharmacopeia), ha diversas
problematicas relacionadas com o resultado. Enzimas e/ou pré-tratamento do
meio podem modificar 0 mesmo e originar resultados ndo reprodutiveis ou
incompativeis com resultados in vivo, e a utilizacdo de capsulas de HPMC para
formas farmacéuticas sélidas pode levar a formagdo de uma barreira de gel
resultando no aprisionamento do p6 e um perfil de liberacdo erréneo,
principalmente para formulagdes que ja contenham em sua composicdo HPMC.
[0010] Algumas modificagdes nos métodos e equipamentos utilizados
para este ensaio estdo sendo avaliadas atualmente, como por exemplo,
utilizagdo de outros equipamentos, adicdo de novas enzimas e criagdo de
novas capsulas (Dickinson et al. 2012; Garbacz et al. 2008; Bachour, Bou-
Chacra & Loébenberg, 2017; Pundir, Badola & Sharma, 2017). Ainda assim,
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atualmente ndo ha uma alternativa viavel para excluir as capsulas de gelatina
dura ou impedir que a interacdo cruzada ocorra sem modificacdes na
formulagao farmacéutica ou no meio de dissolucéo.

[0011] Devido a inexisténcia de dados na literatura apresentando
resultados ou protocolos eficientes para execucdo de ensaios de dissolugdo
para forma farmacéutica de pds secos, e considerando os dados abordados
anteriormente, é de suma importancia a obtencdo de um método reprodutivel e
capaz de superar tais limitacoes.

[0012] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e
patentaria, foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o
tema:

[0013] O documento “A novel method for assessing dissolution of

aerosol inhaler products”, dos autores Davies e Feddah, revela a utilizagdo do
aparato IV USP (célula de fluxo continuo) modificado em conjunto com um
impactador em cascata de Andersen, selecionando assim as particulas que
chegariam no pulmao. Porém a modificacdo do equipamento dissolutor pode
ser de alta complexidade e gerar altos custos.

[0014] O documento “An overview of the different excipients useful for the
direct compression of tablets”, dos autores Jivraj, et al, revela diversos diversos
excipientes disponiveis no mercado para compressdo direta de p6s, como
lactose, sorbitol, manitol. Porém a utilizagcdo de excipientes causa alteragéo nos
resultados dos testes de dissolugdo quando o produto final é a forma
pulverulenta (pd).

[0015] O documento “Cross-linking of hard gelatin carbamazepine
capsules: effect of dissolution conditions on in vitro drug release”, dos autores
Marchais, et al, revela a tentativa de reverter a interagdo cruzada entre
capsulas de gelatina dura e cabamazepina utilizando como meios de
dissolucdo o fluido gastrico simulado (FGS) e intestinal simulado (FIS),
adicionando enzimas no meio de dissolugao e observou-se que a utilizagao das
mesmas s é justificada para interacdo cruzada moderada do farmaco com a

202




6/12

capsula. Além disso, o surfactante SLS ndo apresentou resultados satisfatorios.
Observa-se entdo, que dependendo dos componentes da formulagéo,
recomendacdo internacionais e ja testadas (enzimas e surfactantes) podem
nao ter um resultado satisfatério.

[0016] O documento US8584539 utiliza uma modificacdo do Aparato IV
USP, empregando diversos compartimentos para mimetizar modificagdes no
meio gastrointestinal. A presente invencgdo tem como parametro a utilizagéo de
pouca quantidade de farmaco e meios, e utiliza métodos padronizados de
meios simulados, sem necessidade de um aparato que utilize varias células
para conseguir obter resultados.

[0017] De forma comparativa, os documentos: DE102011011186,
WO02008157584, CN202582943U, EP2325633 e WO0200886542 fazem
melhorias no Aparato USP Il ja existente (utilizagdo de pas). Cada modificagdo
(deteccdo de infravermelho, utilizagdo de sondas, sistemas de
contrabalanceamento, coleta automatica) faz com que o aparato se torne mais
caro e impossibilite a realizagdo do teste de dissolugdo para pequenas
amostras de formas farmacéuticas pulverulentas

[0018] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da
presente invencdo, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencao
[0019] Dessa forma, a presente invencdo tem por objetivo resolver os

problemas constantes no estado da técnica a partir de um método de
dissolugdo de pds que envolve uma etapa de preparacdo do pé por meio de
prensagem, gerando um p6 coeso, ndo necessitando de utilizagao de capsula
de gelatina dura ou qualquer outro tipo de aditivo, fazendo com que néo
ocorram alteragbes da curva de dissolucdo da amostra. Adicionalmente, a
presente invengdo descreve o desenvolvimento de um aparato dissolutor que
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tem por objetivo resolver a problematica relacionada a realiza¢éo do ensaio de
dissolucdo para pequenas amostras, resultantes em sua maioria da produgéo
de formas farmacéuticas pulverulentas de micro- e nanoparticulas.
[0020] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta um
método de dissolucdo de p6s que compreende as etapas de:
a. obtencdo de uma amostra pulverulenta;
b. preparacdo de um pé coeso a partir da amostra
pulverulenta;
c. inser¢do da amostra em um aparato dissolutor; e
d. realizagé@o do ensaio de dissolucéo.
[0021] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um
aparato dissolutor aplicado ao método de dissolugdo de péds descrito no
presente relatério, e compreende:
a. uma base fixa dotada de:
i. ao menos uma placa de agitacdo magnética dotada
de um agitador magnético; e
ii. um banho de aquecimento;
b. uma estrutura superior moével dotada de:
iii. ao menos uma haste; e
iv. a0 menos uma cesta associada a uma das
extremidades da haste;
em que,
- a estrutura superior é associada a base por meio de ao menos uma guia
dotada de um meio de regulagem de altura;
- a cesta é formada por um material dotado de malha;
- a cesta é intercambiavel;
- a haste ¢é alinhada a placa de agitacdo magnética; e
- a temperatura do banho de aquecimento € regulavel.
[0022] Ainda, o conceito inventivo comum a todos os contextos de
protecdo reivindicados versam sobre um método e um aparato de dissolugdo
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capazes de realizar a dissolucdo de farmacos soélidos e/ou formulagdes
farmacéuticas pulverulentas (coesas ou nao).

[0023] Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente
valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no
segmento, e serdo descritos em detalhes suficientes para sua reprodugdo na
descricdo a seguir.

Breve Descricdo das Figuras

[0024] Séo apresentadas as seguintes figuras:

[0025] A figura 1 mostra uma imagem do p6 coeso obtido no método da
presente invengao.

[0026] A figura 2 mostra um grafico dos parametros de diametro médio
(D[4,3]) e distribui¢do das particulas (span) foram semelhantes aos parametros
do po6 inicial, indicando que o processo de coesao do p6 ocorre de modo
reversivel.

[0027] A figura 3 mostra uma andlise microscépica, em aumentos de
2000x e 10000x, evidenciando que ndo ocorreu modificacdo na morfologia das
particulas ap6s a compactacgao do p6 livre em um pé coeso.

[0028] A figura 4 mostra um grafico da porcentagem de farmaco
recuperado.
[0029] A figura 5 mostra os resultados para os ensaios de dissolucéo

utilizando Ringer e Fluido Pulmonar Simulado (FPS) do p6 contido em capsulas
de gelatina dura.

[0030] A figura 6 mostra os resultados para os ensaios de dissolucdo
com o p6 coeso em cinco meios diferentes (Ringer, Fluido Pulmonar Simulado -
FPS, Fluido Alveolar Simulado - FAS, Fluido Gastrico Simulado - FGS e Fluido
Intestinal Simulado — FIS), observando-se diferentes perfis de liberacdo entre
os meios testados, com baixo desvio padréao.

[0031] A figura 7 mostra uma vista frontal de uma concretizacdo da
presente invencao.
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[0032] A figura 8 mostra uma vista de uma concretizacdo da cesta do
aparato da presente invengao, sendo a dita cesta bipartida.

[0033] A figura 9 mostra uma vista frontal da estrutura superior do
aparato da presente invencao.

[0034] A figura 10 mostra uma vista inferior da estrutura superior da
figura 9.

[0035] A figura 11 mostra uma vista lateral da estrutura superior da figura
9.

Descricdo Detalhada da Invencao
[0036] As descricdes que se seguem sdo apresentadas a titulo de

exemplo e ndo limitativas ao escopo da invengdo e fardo compreender de
forma mais clara o objeto do presente pedido de patente.
[0037] Em um primeiro objeto, a presente invengcdo apresenta um
método de dissolucdo de pés que compreende as etapas de:

a. obtencdo de uma amostra pulverulenta;

b. preparagdo de um p6 coeso a partir da amostra;

c. insercdo da amostra em um aparato dissolutor; e

d. realizagdo do ensaio de dissolucéo;
Em uma concretizagdo, a preparacao do p6 coeso é realizada por meio da
prensagem da amostra pulverulenta.
[0038] A utilizacdo da amostra em forma de pd coeso permite a
realizagdo do ensaio de farmacos pouco soluveis, que tendem a flutuar e ou
flocular durante o ensaio, descartando a necessidade de introduzir o farmaco
em um meio de confinamento que alteraria os resultados obtidos no ensaio, ou
seja, o po coeso dispensa utilizacdo de meios de confinamento (como capsulas
de gelatina dura), utilizacdo de surfactantes ou enzimas, podendo ser utilizado
em sua forma sem alteracdo da formulagdo, auséncia de flutuagdo devido a
coesdo das particulas, grande area de contato com o meio dissolutor
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[0039] A amostra em forma de pé coeso deve ser introduzida em uma
cesta, pois desta forma a mesma se mantém submersa durante o ensaio. O
aparato utilizado preferencialmente deve compreender uma cesta
intercambiavel, pois o estado de pé coeso é fragil e deve ser manipulado
cuidadosamente para que a formulagdo n&o retorne ao estado de pé (ndo
coeso). A utilizacdo de cesta intercambidvel descarta a utilizacdo de
confinamento da amostra em capsulas de gelatina dura, tensoativos ou
ancoras.
[0040] A preparacdo do p6 coeso a partir da amostra pulverulenta é
realizada por meio da prensagem da amostra pulverulenta, sendo que os
parametros de prensagens como numero de prensagens, forca de prensagem
e altura inicial de prensagem variam de acordo com as caracteristicas da
amostra pulverulenta, sendo as caracteristicas divididas entre os grupos:
farmacos pouco soluveis ou insoltuveis em agua, farmacos soltveis ou muito
soliveis em agua e a variagdo massica da amostra, preferencialmente de 10,
20 e 30 mg.
[0041] Em uma concretizagdo, a prensagem da amostra pulverulenta
compreende de 2 a 10 prensagens com forga variando entre 6300N e 6700N,
sendo a primeira prensagem com altura do aparato de prensagem de 100mm e
a(s) prensagem(ns) seguinte(s) com altura inicial de 90mm.
[0042] Em uma concretizac@o, foi utilizado uma forma farmacéutica
contendo adjuvantes como L-Lisina e hidroxipropilmeticelulose (HPMC), e para
a obtencé@o da amostra em forma de p6 coeso a prensagem compreendeu 3
prensagens com forca de 6400N, a primeira prensagem com altura do aparato
de prensagem de 100mm e as 2 prensagens seguintes com altura inicial de
90mm.
[0043] Em um segundo objeto, a presente invengdo apresenta um
aparato dissolutor aplicado no método de ensaio de dissolucdo de pds descrito
no presente relatério e compreende:

a. uma base fixa dotada de:
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v. ao menos uma placa de agitagdo magnética (1)
dotada de um agitador magnético (2); e
vi. um banho de aquecimento (3);
b. uma estrutura superior movel (4) dotada de:
vii. ao menos uma haste (5); e
vii. a0 menos uma cesta (6) associada a uma das
extremidades da haste (5);

em que,
- a estrutura superior mével (4) & associada a base por meio de ao menos uma
guia (7) dotada de um meio de regulagem de altura (8);
- a cesta (6) € formada por um material dotado de malha;
- a cesta (6) é intercambiavel;
- a haste (5) € alinhada a placa de agitagao magnética (1); e
- a temperatura do banho de aquecimento (3) é regulavel.
[0044] A base compreende ao menos uma placa de agitagdo magnética
(1), dotada de um agitador magnético (2) e controle de rotag@o, e um banho de
aquecimento (3). A base forma, em sua parte superior, um volume separado
para o banho de aquecimento (3), sendo que, suas superficies laterais devem
ser confeccionadas com material transparente e inerte. A placa de agitagao
magnética (1) € associada a base, abaixo do banho de aquecimento (3), ndo
ocupando o volume voltado ao banho de aquecimento (3).
[0045] O banho de aquecimento (3) compreende controle de
temperatura, capaz de manter a temperatura constante dentro de uma faixa de
variacdo. Em uma concretizacdo, a faixa de variacdo de temperatura é de
0,5°C.
[0046] A estrutura superior mével (4) é associada a base por meio de ao
menos uma guia (7) dotada de ajuste de altura (8). A guia (7) permite a
movimentacéo relativa da estrutura superior (4) em relacdo a base na direcdo
do eixo Y representado nas figuras. Ao menos uma haste (5), de material
inerte, € associada a estrutura superior mével (4), sendo que a haste (5) é
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posicionada paralela a guia (7), ainda a haste (5) compreende fixa em sua
extremidade, oposta a associada a estrutura (4), uma cesta (6), sendo a dita
cesta (6) intercambiavel.

[0047] Em uma concretizacdo, a guia (7) compreende uma estrutura
vazada associada a base e uma haste associada a estrutura superior (4) e
posicionada no interior da estrutura vazada.

[0048] A cesta (6) € formada por um material dotado de malha, sendo
que o tamanho das aberturas da malha (mesh) & selecionado de acordo com o
componente da amostra do teste. Ainda, deve ser selecionado um material
inerte para a confecgédo da cesta (6), para que a cesta ndo interfira no resultado
do teste.

[0049] Em uma concretizagéo, a cesta (6) compreende formato esférico,
compreendendo diametro de 18mm para testes com capsulas numero 0 a 1,
comprimidos e formas farmacéuticas menores que 18mm e compreendendo
diametro de 40mm para testes com capsulas numero 2 a 5, comprimidos e
formas farmacéuticas maiores que 18mm.

[0050] Em uma concretizagdo, para testes de pés ou pequenas formas
farmacéuticas onde o tamanho da abertura da cesta (6) possa influenciar no
resultado ou fazer com que ocorra flutuacdo dos componentes a cesta (6)
compreende abertura de 0,1mm (150 mesh). Para as demais amostras a cesta
(6) compreende abertura de 0,4mm (40 mesh).

[0051] Em uma concretizacdo, o aparato compreende a utilizagcdo de um
recipiente de ensaio (9). Em concretizagées preferenciais, os recipientes de
ensaio (9) sdo Becker que variam de 50 a 1000ml.

[0052] Em uma concretizacdo, o recipiente de ensaio (9) compreende
uma tampa (10).

[0053] Os versados na arte valorizardo 0s conhecimentos aqui
apresentados e poderdo reproduzir a invencdo nas modalidades apresentadas
e em outras variantes, abrangidas no escopo das reivindicagdes anexas.
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Reivindicagdes

1. Método de dissolucdo de p6s caracterizado pelo fato de compreender
as etapas de:
a. obtencdo de uma amostra pulverulenta;
b. preparacdo de um pd coeso a partir da amostra
pulverulenta;
c. inser¢do da amostra em um aparato dissolutor; e
d. realizagé@o do ensaio de dissolucao.
2: Método de acordo com a reivindicagao 1 caracterizado pelo fato da
preparagdo do pdé coeso ocorrer por meio de prensagem da amostra
pulverulenta.
3 Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 e 2
caracterizado pelo fato da prensagem da amostra pulverulenta compreender
de 2 a 10 prensagens com forca variando entre 6300N e 6700N, sendo a
primeira prensagem com altura do aparato de prensagem de 100mm e a(s)
prensagem(ns) seguinte(s) com altura inicial de 90mm.
4. Aparato dissolutor caracterizado pelo fato de ser aplicado ao método de
dissolugdo de p6 seco conforme descrito nas reivindicacbes de 1 a 3 e
compreender:
a. uma base fixa dotada de:
i. ao menos uma placa de agitagdo magnética (1)
dotada de um agitador magnético (2); e
ii. um banho de aquecimento (3);
b. uma estrutura superior movel (4) dotada de:
i. aomenos uma haste (5); e
ii. ao menos uma cesta (6) associada a uma das
extremidades da haste (5);

em que,
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- a estrutura superior movel (4) é associada a base por meio de ao menos uma
guia (7) dotada de um meio de regulagem de altura (8);

- a cesta (6) é formada por um material dotado de malha;

- a cesta (6) é intercambiavel;

- a haste (5) é alinhada a placa de agitacao magnética (1); e

- a temperatura do banho de aquecimento (3) é regulavel.

5. Aparato dissolutor de acordo com a reivindicagcdo 4 caracterizado por
compreender a utilizagdo de um recipiente de ensaio (9).

6. Aparato dissolutor de acordo com a reivindicagcdo 5 caracterizado pelo
recipiente de ensaio (9) compreender uma tampa (10).
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Resumo
METODO DE DISSOLUGCAO DE POS E APARATO DISSOLUTOR

A presente invencao descreve um método de dissolugdo de pos e um
aparato de dissolugdo capaz de conduzir o presente método. Especificamente,
a presente invengcdo compreende um método que envolve uma etapa de
preparagdo de um p6 coeso por meio de etapas de prensagem, onde a
utilizagédo do pé coeso no aparato dissolutor exclui a necessidade de uma
capsula gelatinosa dura ou aditivos no meio de dissolugdo, que ocasionam
variagdes nos resultados de dissolugcdo. A presente invencdo se situa nos
campos do desenvolvimento farmacotécnico de medicamentos.
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10.3 MICROPAR'I:I'CULA, COMPOSIQAO FARMACEUTICA, PROCESSO DE
PREPARACAO DE MICROPARTICULA E USO DA COMPOSICAO

Solicitacdo de depoésito de patente sob numero BR1020190157356 pela
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Algumas partes foram omitidas pois

aparecem no texto da tese.

1/41

Relatério Descritivo de Patente de Invencéo
COMPOSICAO FARMACEUTICA PROCESSO DE PREPARAGAQ DE
MICROPARTICULA E USO DA COMPOSIGAO PARA TRATAMENTO DA
TROMBOSE

Campo da Invencdo
[0001] A presente invencdo descreve método para a formulagdo de

microparticulas contendo &cido acetilsalicilico e fucoidana. A presente invengao
se situa nos campos da Farmacia e Medicina.
Antecedentes da Invengdo

[0002] Como definido por Oakley C. & Larjava H (2011) a hemostasia &€ um
processo fisiolégico que mantém a fluidez do sangue e limita a perda sanguinea
preservando a perfusdo local apds injdria, estimulando os processos de reparo.
[0003] Entre as doencas trombdticas mais recorrentes destacam-se a
aterotrombose e o tromboembolismo venoso (TEV) que sdo doengas causadas
por quadros de trombose arterial e trombose venosa respectivamente. Esses
quadros patolégicos fazem parte das doencgas cardiovasculares, que segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2018), representam uma das causas
mais predominantes de morbidade e de mortalidade em todo o mundo. Nos
Estados Unidos, mais de dois milhes de pessoas morrem todo ano de trombose
arterial ou venosa ou de suas consequéncias. No Brasil Segundo o Ministério da
Saude e artigos do campo, como de MANSUR & FAVARATO (2012), cerca de
20% de todas as mortes em individuos acima de 30 anos é causada por doencas
cardiovasculares.

[0004] O tratamento e prevencao de eventos tromboéticos geralmente se da pela
administracdo do acido acefilsalicilico (AAS), um antiagregante plaquetario
classico, associado ao clopidogrel ou outro agente antiagregante plaquetario
(ALTMAN, 2004; ALTMAN; RIVAS & GONZALEZ, 2012, ANGIOLILLO &
FERREIRO, 2013; CASADO-ARROYQ; SOSTRES & LANAS, 2013 e ITTAMAN;
VANWORMER & REZKALLA 2014). Contudo, os problemas inerentes ao uso
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cronico do AAS chamam atenc&o, pois estd associado & maior risco de
complicagbes gastrointestinais, como Ulceras e sangramentos que levam a
desisténcia do tratamento, conforme relatado anteriormente (ANGIOLILLO,
2013.; CHOI & KIM, 2013.; KUNADIAN, 2013 e EL-HAYEK, 2014).

[0005] Diversas formas farmacéuticas do AAS estao disponiveis no mercado,
desde os comprimidos convencionais (SALLUM, 2014), e até mesmo
formulaces revestidas (HAASTRUP, GRUNLYKKE & JARB@L, 2015 e
GOLDSTEIN, 2016) e de liberag&o controlada (BLIDEN, 2016) a fim de superar
esses efeitos adversos que muitas vezes ocasionam uma alta taxa de
desisténcia do tratamento, principalmente em pacientes que precisam de terapia
continua.

[0006] O acido acetilsalicilico (AAS), um dos antiagregantes plaguetarios mais
antigos e, consequentemente, um dos poucos com estudos de toxicidade em
longo prazo apresenta uma ampla utilizacéo e é listado pela organizagdo mundial
de saude (OMS) como medicamento essencial, devido sua seguranca e eficacia.
[0007] O risco atrelado ao seu uso relaciona-se diretamente com a
administracdo cronica por via oral, ja que pacientes com ulceras, gastrite e outros
problemas gastrointestinais necessitam de acompanhamento médico ou
utilizacdo de medicamentos mucoprotetores em conjunto.

[0008] Serensen e colaboradores (2000) realizaram um estudo de corte sobre a
utilizacdo de AAS com e sem revestimento em baixas doses (100 ou 150 mg).
Os resultados expressos demonstraram que o revestimento néo foi eficaz quanto
a prevencdo de mucosites, com incidéncia de quadros hemorragicos
ligeiramente maiores o que corrobora o estudo realizado por Kelly e
colaboradores (1996), que evidenciou um aumento do risco hemorragico em
pacientes que fizeram uso do AAS revestido ou tamponado. Com isso, percebe-
se a importancia do desenvolvimento de uma formulago capaz de superar
esses efeitos adversos.

[0009] Esses quadros hemorragicos sdo a grande problemética associada ao
tratamento/prevencao de eventos trombdticos em pacientes que utilizam AAS,
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levando a diversas sociedades regularem sua utilizacdo, versando também
sobre o tratamento recomendado.

[0010] Por exemplo, para eventos trombodticos primarios, a American
Heart/Stroke Association e American College of Chest Physicians recomendam
doses de AAS apenas se o beneficio superar os riscos dos efeitos adversos. Ja
a European Society of Cardiology recomenda apenas para pacientes com alto
risco de apresentarem quadros trombéticos. JA4 a Canadian Cardiovascular
Society ndo recomenda sua utilizac&o.

[0011] Em relacdo a eventos tromboéticos secundarios, todos entram no
consenso de que & necessario utilizacio de pequenas doses de AAS de forma
regular (crénica). Diversos estudos clinicos, de 1988 a 2010 tentaram determinar
a dose otima para efeito antitrombético do AAS sem danos no trato
gastrointestinal, com varia¢es de 75 a 500 mg/dia. Os resultados para doses
menores que 100 mg/dia foram os mais satisfatérios, embora ainda tenha sido
relatado desisténcia do tratamento devido principalmente a quadros
hemorréagicos.

[0012] Diversas formas farmacéuticas do AAS estdo disponiveis no mercado,
como o0s comprimidos convencionais, comprimidos revestidos e formas
farmacéuticas de liberacdo controlada, todas desenvolvidas com o objetivo de
ultrapassar os efeitos adversos inerentes ao farmaco que por vezes culminam
em alta taxa de desisténcia do tratamento, principalmente em pacientes que
precisam de terapia continua.

[0013] Em 2017. Lefrancais e colaboradores publicaram um artigo inédito
evidenciando que os pulmdes s&o os locais mais importantes de biogénese das
plaquetas, refutando que a medula 6ssea era o principal érgdo de producéo.
[0014] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e patentaria,
foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o tema:

[0015] O documento Clinical benefit of continuous nebulised Aztreonam Lysine
for Inhalation (AZLI) in adults with cystic fibrosis—a retrospective cohort study,
2017 de Morton et al., revela a utilizagdo de lisina como mediador biocompativel
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e biodegradavel para interagir com os grupamentos iénicos do AAS e fucoidana.
O documento se difere da presente invencéo guanto ao uso pretendido e quanto
a formulacao.

[0016] O documento Aspirin desensitization in patients with aspirin-induced and
aspirin-tolerant asthma: a double-blind study, 2014 de Swierczyriska-Krepaet al.,
revela o uso em conjunto de acido acetilsalicilico e lisina por via pulmonar para
diagndstico de pacientes com hipersensibilidade a AAS (asma induzida). O
documento se difere da presente invengéo quanto ao uso pretendido e por néo
apresentar formulacéo farmacéutica.

[0017] O documento Macromolecular prodrugs of aspirin with HPMC: A nano
particulate drug design, characterization, and pharmacokinetic studies, 2011 de
Hussain et al., relata a sintese de um pré-farmaco macromolecular HPMC-ASP
para a melhoria de diversos perfis de biodisponibilidade. O documento se difere
da presente invencdo quanto formulagdo farmacéutica e uso pretendido da
coOmposicao.

[0018] O documento A promising oral fucoidan-based antithrombotic
nanosystem: development, activity and safety, 2018 de Da Silvia et a., revela a
producdo de nanoparticulas de quitosana e fucoidana observando o seu perfil
trombdtico isolado. O documento se difere da presente invencdo quanto a
espécie de origem da fucoidana, quanto a formulagéo farmacéutica e quanto ao
uso pretendido da composicao.

[0019] O documento WO2016019253A9 revela a utilizacéo de aspirina para
tratamentos de quadros tromboembdlicos através da via pulmonar, definindo
doses, valores e modo de administragdo. O documento difere-se da presente
invencdo, pois embora utilize a mesma via (pulmonar), ele correlaciona uma
formulag@o totalmente diferente, com diferentes concentracdes de AAS,
adjuvantes ndo citados, promotor de liberagdo prolongada e outro ativo
farmacolégico.

[0020] O documento US5576024A comenta o uso de aspirina e um promotor de
liberagdo prolongada, entretanto, se difere da presente invengéo pelo
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[0113] ZATTA, K. C. et al. An Inhalable Powder Formulation Based on Micro-
and Nanoparticles Containing 5-Fluorouracil for the Treatment of Metastatic
Melanoma. Nanomaterials 8(2): 75, 2018.

[0114] ZELIKIN, A. N.; EHRHARDT, C.; HEALY, A. M. Materials and methods
for delivery of biological drugs. Nat. Chem. 8(11): 997, 2016.

[0115] ZHANG, Y. Apixaban for oral antithrombotic therapy: is a new era
coming? Mol. Cell. Ther. 2(1): 4, 2014.

[0116] ZHAO, X. et al. Antithrombotic activity of oral administered low molecular
weight fucoidan from Laminaria Japonica. Thromb. Res. 144(: 46-52, 2016.
[0117] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da
presente invengdo, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencgéo

[0118] Dessa forma, diante destas afirmacbes, visando & administragdo do
medicamento por via pulmonar a fim de diminuir os efeitos adversos e com
possivel reducdo de dose, foi desenvolvida uma inovadora formulagédo
farmacéutica de microparticulas de liberacdo controlada para tratamento cronico
ou agudo de quadros trombéticos para administracdo pulmonar sitio-especifico.
[0119] As particulas foram desenvolvidas utilizando hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC F4M) como polimero, um promotor de bioadeséao e liberacéo prolongada,
contendo o AAS, como antiagregante plaguetério, associado & fucoidana
extraida da espécie Aschophyllum Nodosum, tornando a particula alvo-
especifico e com atividade nos processos de adesdo e agregacéo plaquetaria,
pois a mesma possui seletividade para P-selectina (expressa em locais
altamente trombogénicos, por exemplo, lesdo endotelial e plaquetas ativadas).

[0120] A presente invengdo apresenta diversas vantagens como: a
microestruturacdo das particulas de AAS baseada nos conceitos de
nanotecnologia: resultados relacionados ao aumento do tempo de meia-vida,
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capacidade de retengdo e permeacdo mucosal, propriedades bioadesivas e de
liberagdo prolongada, que poderdo favorecer a reducéo e frequéncia da dose
administrada.

[0121] Outra vantagem da presente invencéo se refere a modificacdo da via de
administracdo que causa a reducdo dos efeitos de primeira passagem, maior
aceitacdo de pacientes cronicos, agéo no local de biogénese e reservatorio de
plaguetas. Recentemente foi realizado um estudo (LEFRANCAIS ef al. 2017)
onde evidenciava os pulmées como os locais mais importantes de biogénese
das plaguetas, refutando que a medula éssea era o principal érgdo de producéo.
Com isso, além da via pulmonar ser um local de acesso sistémico para farmacos,
a inibicdo das plaquetas no pulméo pode ser uma terapia de grande valor.
[0122] A associagdo com um polissacarideo natural (Fucoidana extraida da
espécie Aschophyllum Nodosum): esta associagéo pode ser benéfica no que
tange o perfil antitrombético, devido & atividade da mesma nos processos de
adesdo e agregacdo plaguetaria.

[0123] Considerando esses pontos, é possivel perceber que, se trata de uma
terapia inovadora para tratamento de quadros trombéticos pela via pulmonar,
excluindo assim todos os efeitos indesejados causados pela administragdo por
via oral (quadros hemorragicos e piora de Ulceras), diminuindo a taxa de
desisténcia relacionada com tratamentos mais prolongados.

[0124] Ainda, relacionado a via oral, o efeito de primeira passagem no figado faz
com que seja necessaria uma dose maior de farmaco administrado, diferente do
que ocorre no pulmao, no qual este mecanismo é reduzido.

[0125] Relacionado a facilidade de administragéo, o proposto pode ser utilizado
com diversos dispositivos ja disponiveis no mercado e de facil aceitacéo.

[0126] Tratamento de quadros tromboéticos arteriais, primarios ou secundarios,
agudo ou crénico (multiplas administragdes) caso o farmaco de escolha for um
antiagregante plaquetario como o AAS e, no caso da utilizacdo de
anticoagulantes, quadros trombéticos venosos.

[0127] O escale up industrial pode ser facilmente realizado, sendo passivel de
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comercializacdo.
[0128] A presente invencdo apresenta como conceito inventivo os seguintes
objetos:
[0129] Em um primeiro objeto, a presente invengdo apresenta a composigdo
farmacéutica que compreende microparticulas que compreendem &cido
acetilsalicilico, L-Lisina, hidroxipropilmetilcelulose e fucoidana.
[0130] A presente invencdo apresenta como segundo objeto o processo de
preparacéo de microparticula compreendendo as etapas de:

a) misturar solugdo de L-lisina, Agua ultrapura e propilenoglicol 2% sob
agitacdo magnética moderada (A);

b) solubilizar o 4cido acetilsalicilico (AAS) em agua ultrapura e acetona
com auxilio de um vértex (B);

c) adicdo da solugdo B em A lentamente, sob agitagdo magnética;

d) adicdo de solucdo de fucoidana a mistura sob agitacao;

e) secagem da mistura por asperséo; e

f) adicdo da dispersdo de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
previamente preparada, & mistura.
[0131] Em um terceiro objeto, a presente invencdo apresenta o uso da da
composigdo farmacéutica, para preparar um medicamento para tratar a
trombose.
[0132] Em um quarto objeto, a invencdo é utilizada com outros farmacos
antiagregantes plaquetarios, em conjuntou ou ndo, tendo como exemplos
clopidogrel, cangrelor, ticagrelor , elinogrel, abciximab, eptifibatida , tirofiban,
terutroban , picotamida, vorapaxar , atopaxar , dipiridamol e cilostazol.
[0133] Em um quinto objeto, a invengdo ¢é utilizada com farmacos
anticoagulantes, em conjuntos ou ndo, tendo como exemplos, o apixaban,
rivaroxaban, otamixaban, betrixaban, edoxaban, hirudina, lepirudina,
bivalirudina, ximeligatran, argatroban e dabigatran.
[0134] Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e serdo descritos detalhadamente a seguir.
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Descricdo Detalhada da Invengao

[0161] A presente invengcdo prové microparticulas contendo &cido
acetilsalicilico, fucoidana, L-lisina e um promotor de liberacéo controlada para
administragdo em via respiratdria, diminuindo os riscos de aparecimento ou
agravamento de Ulceras, gastrites e outros problemas gastrointestinais.

[0162] As microparticulas sdo, ainda, para uso em eventos trombdéticos.

[0163] Os materiais ndo definidos como ativos farmacolégicos, ou seja, inertes,
ndo apresentam nenhuma atividade relacionada com o tratamento de quadros
trombéticos. Contudo, a L-lisina, além de agir como ligante para a formacéo da
particula & um aminoacido essencial que estad presente na formulagdo com
atividade secundaria de aumentar a resisténcia vascular, regeneracéo tecidual,
aumenta imunidade e potencial atividade anti-mucosite.

[0164] Em um primeiro objeto, a presente invengdo apresenta a composicao
farmacéutica que compreende microparticulas que compreendem Acido
acetilsalicilico, L-Lisina, hidroxipropilmetilcelulose e fucoidana.

[0165] Em uma concretizacdo a microparticula compreende um didmetro de
particulade 1 a 5 pm.

[0166] Em uma concretizacdo a composi¢cdo compreende_18 a 24% dos sdlidos
totais de acido acetilsalicilico, 35 a 42% dos soélidos totais de L-Lisina, 35 a 42%
dos sdlidos totais de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e 0,5 a 3% dos solidos
totais de fucoidana.

[0167] Em uma concretizacdo a presente composicdo farmacéutica
compreende 0,15g ou 19,87% dos solidos totais de acido acetilsalicilico, 0,3g ou
39,74% dos sdlidos totais de L-Lisina, 0,3g ou 39,74% dos sélidos totais de
HPMC e 0,005g ou 0,66% dos solidos totais de fucoidana.

[0168] Em uma concretizacdo da composicéo, a fucoidana é proveniente de
Aschophyllum Nodosum.

[0169] Em uma realizacdo da composigdo, compreende-se por ser na forma
pulverulenta.

[0170] Em um segundo objeto a presente invengéo revela o processo de
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Reivindicagoes

As reivindicagbes aqui apresentadas sido uma versao prévia, sendo
sujeitas a alteragdes de acordo com o recebimento das informacoes

adicionais solicitadas.

1. Composicdo farmacéutica, caracterizada por compreender
microparticulas que compreendem  Acido  acetilsalicilico, L-Lisina,
hidroxipropilmetilcelulose e fucoidana.

2. Composic@o farmacéutica, caracterizada por compreender, em
substituicho ao A&cido acetilsalicilico, outros farmacos antiagregantes
plaguetarios, em conjuntou ou n&o, tendo como exemplos clopidogrel, cangrelor,
ticagrelor , elinogrel, abciximab, eptifibatida , tirofiban, terutroban , picotamida,
vorapaxar , atopaxar , dipiridamol e cilostazol.

3. Composigdo farmacéutica, caracterizada por compreender, em
substituicdo ao acido acetilsalicilico, outros farmacos anticoagulantes, em
conjuntou ou néo, tendo como exemplos o apixaban, rivaroxaban, otamixaban,
betrixaban, edoxaban, hirudina, lepirudina, bivalirudina, ximeligatran, argatroban
e dabigatran.

2. Composicdo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada pela
microparticula compreender um didmetro de particula de 1 a 5 pm.

3. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada
por compreender 18 a 24% dos sdlidos totais de acido acetilsalicilico, 35 a 42%
dos sdlidos totais de L-Lisina, 35 a 42% dos sdlidos totais de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e 0,5 a 3% dos solidos totais de fucoidana.

4. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 3 caracterizada por
compreender 0,15g ou 19,87% dos solidos totais de acido acetilsalicilico, 0,3g
ou 39,74% dos sdlidos totais de L-Lisina, 0,3g ou 39,74% dos soélidos totais de
HPMC e 0,005g ou 0,66% dos sélidos totais de fucoidana.

5. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pela
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fucoidana ser extraida de Aschophyllum Nodosum ou polissacarideo sulfatado
extraido de qualquer alga, apresentando inibicdo da P-selectina, sem afetar
significamente na coagulagdo sanguinea e agregacéo plaquetaria

6. Composicdo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por ser
na forma pulverulenta.

7. Processo de preparagdo de microparticula, conforme definido em
qualguer uma das reivindicagdes anteriores caracterizado por compreender as
etapas de:

a) misturar solucéo de L-lisina, agua ultrapura e propilenoglicol 2%, caso
farmaco com hidrolise acentuada sob agitacdo magnética moderada ou

a.2) misturar solugéo de L-lisina e dgua ultrapura;

b) solubilizar o acido acetilsalicilico em agua ultrapura e acetona com
auxilio de um vortex ;

c) adi¢do da solugdo obtida na etapa b) na solugdo obtida na etapa a)
lentamente, sob agitagdo magnética;

d) adicdo de solucdo de fucoidana a mistura sob agitacdo;

e) secagem da mistura por aspersdo; e

f) adicdo da dispersdo de hidroxipropilmetilcelulose, previamente
preparada, a mistura.

8. Processo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pela etapa
a) compreender:

- L-Lisina na faixa de 35 a 42% preferencialmente 39,74%;

- agua ultrapura na faixa de 50 a 70mL, mais preferencialmente 60mL

- propilenoglicol 2% na faixa de 3 a 6mL, mais preferencialmente de 4mL

- a agitacdo ser de 34 a 40°C por 40 a 80 minutos, mais preferencialmente a
37°C por 60 minutos.

9. Processo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pela etapa
b) compreender:

- AAS na faixa de 18 a 24%, mais preferencialmente 19,87%:;
- agua ultrapura na faixa de 1 a 5 mL, mais preferencialmente 2 mL;
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- acetona na faixa de 1 a 5 mL, mais preferencialmente 2 mL;

- a etapa ocorrendo no tempo de 1 minuto OU

Em caso de farmaco muito soltivel em agua:

b.2) — antiagregante plaquetéario ou anticoagulante na faixa de 18 a 24%, mais
preferencialmente 19,87%;

- agua ultrapura na faixa de 2 a 8 mL, mais preferencialmente 4 mL;

- a etapa ocorrendo no tempo de 1 minuto

9. Processo, de acordo com a reivindicacéo 7, caracterizado pela etapa
c) compreender agitacdo por 3 a 10 minutos, mais preferencialmente a 5
minutos.

[0269] 10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pela etapa
d) compreender agitagdo por 3 a 10 minutos, mais preferivelmente por 5 minutos
e fucoidana na faixa de 0,5 a 3%, mais preferivelmente 0,66%.

11. Processo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pela
etapa e) compreender:

a. tamanho do bico atomizador de 5 a 10 ym, mais preferencialmente
a7yum;

b. temperatura de saida do bico atomizador de 100 a 140 "C, mais
preferencialmente a 120 °C;

c. temperatura no ciclone de coleta do produto pulverulenta de 60 a
80 °C, mais preferencialmente a 70 °C;

d. Velocidade do fluxo de 10 a 20%, mais preferencialmente a 15% e

e. Velocidade de aspiracdo de 80 a 100%, mais preferencialmente a
100%.

12. Processo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pela
etapa f compreender preparacéo da dispersdo de HPMC, em que adiciona-se
HPMC em &Agua ultrapura sob agitagdo magnética moderada, posteriormente
mantida refrigerada durante a noite a uma temperatura de 2 a 10 °C ., mais
preferencialmente a 4°C).

13. Processo, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado por
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compreender:

HPMC na faixa de 35 a 42%, mais preferivelmente 39,74%;

- agua ultrapura na faixa de 30 a 40 mL, mais preferivelmente 37 mL;

- a agitagéo ser a 34 a 40°C por 40 a 80 minutos, mais preferencialmente a 37°C
por 60 minutos.

14. Uso da composicdo farmacéutica, conforme definida em qualquer
uma das reivindicagcbes 1 a 6, caracterizado por ser para preparar um
medicamento para tratar a trombose.

15. Uso, de acordo com a reivindicacéo 14, caracterizado pelos eventos
trombéticos serem quadros tromboéticos arteriais primarios ou secundarios,
agudo ou crbnico e quadros trombéticos venosos.

16. Uso, de acordo com a reivindicagdo 14 ou 15, caracterizada por ser
para administragdo nasal.

17. Uso, de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado pela
administragdo da composigcdo em pé utilizar um aparato efou dispositivo.
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10.4 ARTIGO PRONTO PARA SUBMISSAO
O artigo apresenta algumas referéncias suprimidas pois sdo as mesmas

utilizadas na presente tese.

A modified method for dissolution assays using compressed powder
microparticles containing Methocel® (HPMC F4M) as excipient for a poorly

water-soluble drug
ABSTRACT

Dissolution tests are carried out to predict drug profile of powder formulations in different
simulated media. In this context, there are several problems regarding this method, such
as gelatin cross-link and pellicle formation, which slows de dissolution and shows the
need of novel approaches. In this work, we describe a modified, simple and reproducible
method to determine dissolution profiles of powder microparticles containing Methocel®
(HPMC F4M) as excipient produced by micro-atomization with Spray-Drying technique
(Mini Spray-Dryer B-290 (Buchi®) and compressed using a Texturometer (TAXT plus
Texture Analyzer - Stable Micro Systems®) to obtain compressed powders. Although
compression methods already exist (i.e. tablets and briquettes, where the final product
needs a variety of different excipients or filler-binders, which modifies the formulation
composition) our goal was not to modify the density, size, excipients or form compressed
powders as final formulations, since the final product desired is the powder itself. For
results, compressed microparticle formulations showed similar characteristics, such as
diameter, scanning electron microscopy images and drug recovery when compared to
the non-compressed dry powder microparticles. For dissolution profile, contrasting with
the poor results cbserved with the gelatin capsules, good reproducibility and repeatability
were obtained for the proposed method, which were submitted to the Brazilian Patent
and Trademark Office (INPI) under number BR1020180090933. In conclusion, the
compressed powder microparticles containing Methocel® (HPMC F4M) as excipient
showed to be simple, low cost, and reproducible allowing us to observe dissolution
profiles of the formulations in four different media when compared to powders in gelatin

capsules.

ABEBREVIATIONS
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Methocel® (HPMC F4M) — HPMC

Compressed powder microparticles using HPMC F4M as excipient — MP/F4M C
D[3,2] — surface area mean diameter

Microparticles powders using HPMC F4M as excipient — MP/F4M
MSC - model selection criterion

Scanning electron microscope — SEM

Simulated Gastric Fluid - SGF

Simulated Intestinal Fluid - SIF

Simulated Lung Fluid — SLF

Span — particle dispersion

HPLC - high pressure liquid chromatography

INTRODUCTION

Dissolution via USP apparatus has a major role to predict drug release profiles -
5. This assay combined with other equipment, like high pressure liquid chromatography
(HPLC), is used to observe several aspects of pharmaceutical products, such as pH
influence and drug concentration 50,

In this context, USP monographs show methodologies and modifications for
dissolution apparatus, using baskets, flow-through cell, paddle and paddle over disk .

Currently, new design of these apparatus for better dissolution of pharmaceutical
products, via multicompartment models or different types of stress (hydrodynamic or
mechanical) are being used 23, but they all fall in the same problems observed for USP
apparatus: drug cross-linking with gelatin capsules leading to high standard deviations'*
1E.

Digenis et al. (1994) observed that the bioavailability of a drug inside capsules is
different when using a fresh or longstanding ones, indicating that formulations in drug-
delivery systems needs attention, with the same described by Lu & Shah (2017) 417,

Furthermore, USP-PF-40 define drug cross-linking with gelatin capsules as:

“formation of strong chemical linkages beyond simple hydrogen and ionic bonding
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between gelatin chains” and this can occur because excipients or drugs used, leading to
incomplete dissolution of components, insufficient drug release and in vivo problems *7.

Still, there are several modifications in the medium that allows to lower these
problems reported in literature, i.e adding enzymes (pepsin, pancreatin, papain,
bromelain), pre-treat the medium and HPMC shells (cross-link not reported) instead of
gelatin capsules'”.

Marques (2014) agreed with these findings, whereas recommend using enzymes
and develop new dissolution methods to overcome these problems. Moreover, literature
describes that long-term storage in gelatin capsules can influence the dissolution profile
13.

Several articles are using hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) as excipient to
drug-delivery systems, since it is a hydrophilic carrier, can control the drug release and
are biodegradable/biocompatible "%,

Concerning poorly water-soluble drugs and HPMC in drug-delivery systems,
Ishikawa et al. (2000) showed sustained-release for tablets containing nifepidine and
Gowthamarajan & Singh (2010) were the first to introduce nanotechnology to modify
drug solubility since can reduce particle size, permits addition of surfactants and
noncrystalline materials. For example, they showed that spray-drying technique can be
used, leading to 50 % improvement on salicylic acid solubility. Nevertheless, Al-Tabakha
(2010) provided very interesting results regarding HPMC capsules, but drug-delivery
systems that uses HPMC in the preparation can have modified release profiles by adding
more HPMC into the formulation 225,

Compressed microparticles powders can be transformed into tablets, altering the
formulation constitution adding excipients and lubricants 228 or into briquettes 23 that
use filler-binders and can modify the physical properties if not under tight control
parameters. As our goal was not to change powder formulation, these techniques were

not suitable for our study.
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Finally, there are no studies showing results or protocols to observe dissolution
profiles of powders containing HPMC and poorly water-soluble drug (acetylsalicylic acid)
which can cross-link with gelatin capsules. Furthermore, in this work we aim to do a
simple compression to evaluate powder dissolution.

This method aims to provide solutions to these problems using a simple and
reproducible process to determine dissolution profiles of microparticles powders
produced by micro-atomization with Spray-Drying technique containing acetylsalicylic
acid using HPMC as excipient that cannot use gelatin capsules.

MATERIAL AND METHODS
MATERIAL

Methocel® F4M was purchased from ColorCon® (ID number: 2948 and VBN:
2F27012N13) and maintained accordingly with the product brochure. Acetylsalicylic acid
(ASA) was purchased from Sigma-Aldrich® (A5376). Pepsin and Pancreatin were
purchased from Sigma-Aldrich® and all other chemicals, including gelatin capsules were

obtained from local vendors with certificate of analysis.
COMPOUNDS EVALUATED AND SPRAY-DRYING TECHNIQUE

Firstly, a dispersion of HPMC (0,3 g - A) was prepared in ultrapure water under
magnetic stirring at 37 “C for 60 minutes and maintained ovemnight at 4 “C. In addition, a
solution (B) was prepared mixing L-lysine (0,3 g) and ASA (0,3 g) in ultrapure water at
room temperature for 60 minutes. Then, solution A was spilled in solution B,
denominating MP/F4M.

Finally, powder microparticles formulation MP/F4M (HPMC concentration:
39.74%) was obtained via spray-drying using a Mini-Spray Dryer B-290 (Buchi®) with

parameters described in Table 1.

Parameter Values
Inlet Temperature 120°C = 10°C
Qutlet Temperature 65°C £ 10°C
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Aspirator 100%

Feed rate (Pump) 15mL/min
Table 1: Spray-drying parameters of Mini-Spray Dryer B-290 (Buchi®)

Then, MP/F4M was collected from the equipment and stored in a closed recipient

to prevent water intake by HPMC and kept in a dissecator with silica.
COMPRESSION METHOD

MP/F4M was compressed using a Texturometer (TA. XT plus Texture Analyzer -
Stable Micro Systems®). We create compressed MP/F4M using 6400 N (newtons) since
more force produced compressed powders that break upon hand contact and less force
not formed compressed powder, disintegrating upon hand contact. Using 6400 N, the
compressed powder was able to be held, weighted and stored prior to dissolution assays.
PARTICULE SIZE ANALYZES USING LASER DIFFRACTION

Mastersizer 2000® from Malvern Instruments® with the Scirocco 2000M
attachment was used to observe powders particle size. Three batches of powders and
compressed powders were analyzed. The data acquired was Span (particle distribution
and D [3,2] (surface area mean diameter).
SCANNING ELECTRON MICROSCOPE

To evaluate if compressed MP/F4M maintained the microstructure and the non-
compressed powder similarity, we used scanning electron microscopy (SEM) in different
magnifications at 10kV. The equipment used was SEM JSM 6060 in Federal University
of Rio Grande do Sul, Electron Microscopic Center (CME-UFRGS).
DRUG RECOVERY

Since compression could influence acetylsalicylic acid recowvery, we compared
the powder and compressed powder using HPLC. Initially, we solubilized 2 mg in 10 mL
of 50:50 acetonitrile/water. After 120 minutes of sonication, the samples were filtered
(0.45 pm, Millipore, USA) and analyzed using HPLC with parameters validated in our
lab.
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DISSOLUTION MEDIUM AND METHOD

For dissolution assays, we used four different media (Ringer, Simulated Lung

Fluid — SLF, Simulated Gastric Fluid — SGF and Simulated Intestinal Fluid — SIF) (Table

2-5):
Ringer Solution Quantity
Sodium Chloride 8,59 g/L
Calcium Chloride 0,19 g/L
Potassium Chloride 0,30 g/L
pH 7.4

Table 2: Preparation of Ringer Solution, Ultrapure Water 3'.

SLF Quantity
Magnesium chloride hexahydrate 0,102 g/L
Sodium chloride 5,2727 g/lL

Potassium chloride 0.298 g/L

Disodium hydrogen orthophosphate (anhydrous) 0.142 g/L
Sodium sulfate (anhydrous) 0.142 g/L
Sodium bicarbonate 2,604 g/L

Sodium acetate trihydrate 0.826 g/L
Sodium citrate dihydrate 0.098 g/L

Calcium chloride dihydrate 0.368 g/L

pH 74

Table 3: Preparation of modified SLF, pH 7,4, Ultrapure water. Slowly add the ingredients or the medium
will precipitate 32,

SGF Quantity
Sodium Chloride 20g/L
Pepsin (P7000 - Sigma-Audrich®) 324g/lL
Chloridric acid 7 mL/L
pH 1,2
Table 4: Preparation of modified SGF, pH 1,2, Ultrapure water *.
SIF Quantity
Potassium phosphate monobasic 6,8 g/lL
Sodium Hydroxide (0,2M) 77 mU/L
Pancreatin 10g/L
pH 6,8

Table 5: Preparation of modified SIF, pH 6,8, Ultrapure water. Add Potassium phosphate and 250mL of
water. Solubilize. Add 77mL Sodium Hydroxide and more 500mL of water. Solubilize and then add
Pancreatin, adjusting the final volume to 1000mL 3.

Initially, dissolution assays were performed in a USP Basket apparatus using 90
RPM and 37°t+ 0.5 Celsius constant for 180 minutes or until 100% of the drug was
released, collecting 2mL samples in pre-determined times (3, 6, 9, 12, 15, 20, 30, 45,

60, 90, 120, 150, 180 minutes). The volume was maintained constant adding 2mL after
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every sampling. Without the knowledge that our model drug inside gelatin capsule could
cross-link or modify the dissolution process, we performed dissolution assays in Ringer
and SLF before modifications.

All samples were filtered using a Millipore 0.4pm filter attached to a 5 mL syringe
and drug concentration was determined via HPLC with parameters validated in our lab.

The dissolution medium was used in the same day to prevent precipitation or
enzyme degradation and a standard curve were obtained for all these media (Ringer: R?
0,999; SLF: R? 0,998; SGF: R? 0,999 and SIF: R? 0,999). All dissolution assays respect

the sink conditions previously determined.

STATISTICAL ANALYSIS AND MATHEMATICAL MODELLING

The statistical analysis was performed with ANOVA followed by Tukey test, with
significant value of p < 0.05 in the SPSS 14.0® for Windows. All results were expressed
as the mean + standard deviation when applicable.

For dissolution assays, we used as base of calculation an article of Siepmann
and Peppas (2012) that describes HPMC mathematical modelling. The exponent n
(power law) was determined and a modified Higuchi equation was used. The
mathematical modelling was performed in Scientist 2.0® program (Micromath Scientific
Software®)

RESULTS

COMPRESSION OF MP/F4M

As can be seen in the Figure 1 and 2, we obtained a compressed powder with
cylindric shape (2 mm £ 0.2 weight and 5 mm + 0.3 diameter) that was possible to handle
and weight. Figure 1 demonstrates the compressed powder right after compression with
edges that are not compressed. These edges are removed carefully blowing the

compressed powder and Figure 2 illustrate the final compressed powder.
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Figure 1: Compressed powder after compression, showing not compressed material

Figure 2: Compressed powder. Weight (2mm + 0.2) and diameter (5mm % 0.3)

Then, the compressed powder was weighted and we obtained 20 mg + 2 mg for
ten repetitions using three different powder batches (MP/F4M C,, Cs and C¢). This
amount was the same inside gelatin capsules used before.

PARTICULE SIZE ANALYZES WITH LASER DIFFRACTION

No statistical differences in particle size range were observed (p <0,05) for
compressed (MP/F4M C) and non-compressed formulation (MP/F4M). Figure 3 shows

medium value and standard deviation of D [3,2] (MP/F4M: 2.092 pym + 0,05; MP/F4M C:
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2,043 pm + 0,03) and span (polydispersity index — PDI - MP/F4M: 0,755 ym + 0,07;
MP/F4M C: 0,753 pm £ 0,04) for three different batches. Figure 4 shows the distribution

of the samples. MP/F4M is the powder and MP/F4M C is compressed powder.

Particle size analyzes

25 -+

Arbitrary values

05 +

SPAN D [3,2] um

B MP/EAM 1 MP/EAM C

Figure 3: Span (the size range distribution) and D [3,2] (surface area mean diameter) in micrometers.
MP/F4M: powder and MP/F4M C: compressed powder

20
B MPFaM C

15 B MPIFaM
£
2 10
2
[=]
= 5

0
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Particle Size (pm)

Figure 4: D [3,2] (Surface area mean diameter) distribution. MP/F4M: powder and MP/F4M C: compressed
powder

SCANNING ELECTRON MICROSCOPE
The SEM images at magnifications of 2.000x and 10.000x, all figures showed
irregular surface with concavities, leading to conclude that particle shape was maintained

for MP/F4M C when compared to MP/F4M (Figure 5).
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MP/F4M MP/F4M

MP/F4M C MP/F4M C

1akV X2, 000 10mem 10kV K18, 080

Figure 5: MEV of MP/F4M and MP/F4M C. MP/F4M: powder and MP/F4M C: compressed powder

DRUG RECOVERY

The recovery of ASA in MP/F4M was evaluated and compared to MP/F4M C. The
maximum recover was approximately 90% for both formulations (MP/F4M = 90,13% +

0,02 and MP/F4M C = 91,3% + 0,2).
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Drug Recovery
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Figure 6: Drug recovery of MP/F4M and MP/F4M C. MP/F4M: powder and MP/F4M C: compressed powder

DISSOLUTION ASSAYS

The dissolution of MP/F4M was not possible because the powder presented
fluctuation of fine particles upon addition to the media. Then, 20 mg of MP/F4M was
added into gelatin capsules and we observed the dissolution profile in Ringer and SLF.
For these media, we detected high standard deviations and high concentration of free
drug in different times for same medium (for example: 45, 90 and 120 maximum peaks
for the triplicate — Figure not show). Figure 7 shows the profile in Ringer medium (smaller
and higher standard deviation respectively: 4,35 and 20,33) and Figure 8 show the

profile in SLF (smaller and higher standard deviation respectively: 1,74 and 17.4).

Interestingly, when using MP/F4M C, the results were very similar in triplicate for
three different batches. No repeat was required because all showed low standard
deviations (Figure 8) (smaller and higher standard deviation respectively: 0,18 and
2,09). Comparing Figure 7-9 we can observe different liberation profiles.

For a better understanding, the standard deviation from different media are

showed in Table 6.
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Dissolution in Ringer solution
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Time (min)
—— MP/F4M
Figure 7: Dissolution of MP/F4M in Ringer solution using gelatin capsule. MP/F4M: powder.
Dissolution in SLF
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=]
=
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Figure 8: Dissolution of MP/F4M in SLF using gelatin capsule. MP/FAM: powder and SLF: Simulated Lung

Fluid
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Dissolution of MP/FAM C in differente mediums
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Figure 9: Dissolution of MP/F4M C in different media using the modified method. MP/F4M C: compressed
powder. SLF: Simulated Lung Fluid; SIF: Simulated Intestinal Fluid and SGF: Simulated Gastric Fluid.

Formulation
MP/F4M C MP/F4M
Time (min) |RINGER SLF FIS FGS|RINGER SLF
3 025 0,36 044 p28 1,00 0,74
6 0,67 1,05 020 g52 2,03* 4,35
9 093 0,25 060 pg3| 2.,59* 995

12 0,57 0,53 078 123 417* 13,93
15 1,07 0,87 096 184| 3,14* 17.89*
20 1,18 0,46 1.72 178 8,44* 20,33
30 027 1,02 057 176| 540 1869
45 1,83 0,98 2.09* 0,71 531" 16,22
60 172 1,41 188 096 559* 11,57
90 064 0,18 1.12 p36| 11.55* 7.48*

120 1,00 — 106 107 8.46* 5,33
g 70 ) [E— - 040 .| 569* 613
180 — | 3,51* 463"

Table 6: Standard deviation for MP/F4M and MP/F4M C in different media. The asterisk (*) marks results
above 2. MP/F4M C: compressed powder. SLF as Simulated Lung Fluid; SIF: Simulated Intestinal Fluid and
SGF: Simulated Gastric Fluid. “-———" indicates that 100% of the drug was released before that period.
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MATHEMATICAL MODELLING

As the shape of MP/F4M C was a cylinder-like and accordingly to Siepmann &
FPeppas (2012) that showed modifications in power law to adapt in different polymeric
delivery systems, we used the power law (n) of a cylinder (Table 7). Furthermore, first
and second order models were used to evaluate the R-squared (R?), velocity (k).
correlation coefficient (r) model selection criterion (MSC). For second order models,
additional parameters were added: value of the first dissolution phase (A) and the
velocity (ka) as same for the second phase (B and velocity kP respectively) (Table 8).

The mathematical modelling was done for three different batches of MP/F4M C,
since for MP/F4M wvalues were nonstandard because the high standard deviation
observed for dissolution assays.

Second order models presented high MSC (model-selection criteria) and
correlation coefficient for Ringer, SLF, SIF and SGF (4,916 and 0,998; 5,015 and 0,998;
4,751 and 0,998; 5645 and 0,999 respectively) concluding that the model used was
correct applied. For dissolution profile, only SGF presented first dissolution phase

different than the other media.

MP/F4M C
Ringer SLF SIF SGF

Power law (n) 057+001 060+0,02 054+0,00 0,67 £ 0,02
Table 7: Power law (n) for dissolution media. SLF: Simulated Lung Fluid; SIF: Simulated Intestinal Fluid
and SGF: Simulated Gastric Fluid.

First order
Ringer SLF SIF SGF
R? 0,864 + 0,008 0913+£0,003 0,883+ 0,009 0,936 + 0,005
r 0,909 + 0,009 0,936+ 0,005 0,932+ 0,009 0,962 + 0,003
k 0,002 + 0,000 0,003+0,000 0,002+ 0,000 0,002 £ 0,000
MSC 0,453 + 0,076 0,815+ 0,041 0,680 £ 0,095 1,483 + 0,099
Second order
R? 0,999 + 0,000 0,999 + 0,000 0,999 £ 0,000 0,999 + 0,000
r 0,998 + 0,000 0,998 £ 0,001 0,998 £ 0,001 0,999 + 0,000
MSC 4916+ 0,144 5015+ 0,440 4,751+0,094 5,645 + 0,258
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A 10975+ 0,767 9.451+1494 11652+1311 87289+ 3317

ka 0,050 £ 0,004 0,083+ 0,007 0,0423+0,004 0,0004 + 00,0002
B 89417 +0,792 90,274 + 1483 87,559 +1,303 12,370+ 3,220
kB 0,0003 £ 0,0001 0,001+ 0,0001 0,0004 +0,0002 0,031+ 0,009

Table 8: First order and second order equations (mono and biexponential), whereas R® is R-squared,
correlation; k: velocity; MSC: model selection criterion; A: first dissolution phase; ka: velocity of A; B:
second dissolution phase; kB: velocity of B. SLF: Simulated Lung Fluid; SIF: Simulated Intestinal Fluid and
SGF: Simulated Gastric Fluid.

DISCUSSION

Dissolution assays are a challenge that requires attention because the nature of
the drug delivery system or formulation '213-1521.222427_ gince different drugs are used,
several bias and diverse technigues are needed to proper evaluate the results 72232,
Currently, the attempts to standardize these results are limited to protocols used in each
laboratory.

Moreover, drug cross-link with gelatin capsule exhibit limitations of USP methods,
showing discrepancies between results and the necessity to modify the medium and
formulation 191415 102 Eurthermore, powders with HPMC as excipient can be more
challenging because if cross-link with gelatin capsule is observed, there are no substitute
for HPMC capsules®.

In this work, we proposed a modified method to evaluate powder dissolution of
poorly water-soluble drugs using HPMC as excipient by simple and direct powder
compression using a known force, producing a compressed powder that can be easily
held and without physical or chemical modifications because the final desired product is
the powder itself.

We used compression to decrease powder volume only, without any
meodifications in the structure as observed in size range distribution, particle size, MEV
images and drug recovery compared to MP/F4M. The compression method used a low
force to produce a powder aggregate, unlike articles that uses compression to compact

powder into tablets®*2.
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HPMC is well known to enhance the drug release and enhance solubility®325,
Interestingly, few authors uses HPMC and poorly water-soluble drugs together in powder
drug delivery systems?®2337_ |shikawa (2000) using direct compression to form tablets,
showed that HPMC enhanced the bioavailability and sustained the release of nifedipine.

Mitchell et al. (1993) observed the HPMC concentration on drug release and
reported that this parameter can influence the dissolution profile. Hughey et al. (2012)
found similar results using itraconazole as model drug and different concentrations of
HPMC.

Moreover, Brough et al. (2016) reported comparable outcomes using polyvinyl
alcohol. For drug concentration, they showed rapid drug release, corroborating with our
findings, whereas the low content of drug in our powder (<10 mg) was 100% dissolved
within 150 minutes -0,

For dissolution assays, compressed MP/F4M showed small standard deviations
when compared to high deviations obtained in MP/F4M inside gelatin capsules, inferring
that the proposed method has a good reproducibility and repeatability.

Ford (2014) describes HPMC as non-ionic cellulose, water soluble, enzyme
resistant, chemically stable over pH range 3.0-11.0 and salt concentration dependent.'.
Peppas and Siepmann (2012) published an article about drug release models for delivery
systems using HPMC. The power law described for cylinders indicated that the drug
release mechanism in all media here presented were anomalous transport. This support
with HPMC properties, that have an initial burst of drug because initial hydration in the
media and after that, drug release is controlled by diffusion trough the gel and gel gradual
erosion .

Taking both articles together (Peppas & Siepmann 2012 and Ford 2014), we
observed that for Ringer solution and SIF, the pH could be controlling the dissolution
rate, whereas at lower pH, lower the dissolution rate and second order dissolution with

anomalous fransport evidenced in Table 7 and 8. Moreover, for SLF, we observed a
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rapid dissolution rate that can be explained by the salt constituents of the fluid, supporting
Ford (2014) statements.

Interestingly, using SGF, which presents pH 1.2, burst of HPMC matrix were
responsible for approximately 87% of drug released, contrary to Ringer solution, SLF
and SIF that showed approximately low burst release (10%) and a diffusion mediated
dissolution mechanism. This outcome detects that HPMC matrix at pH values lower than

3 present different dissolution rates as described by Ford (2014).

CONCLUSION

Our results showed that this modified method can be used to powder formulations
that presents poorly water-soluble drugs and HPMC as excipient which can cross-link
with gelatin capsules, showing good reproducibility and repeatability for different media

presented by a low standard deviation.
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