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Glossario
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Sumario

Este trabalho teve como objectivo o desenvolvimento de uma formulacdo de insulina para
administragdo pulmonar, que poderd ser uma alternativa valida a administragdo injectavel pos
prandial em pacientes com diabetes devido ndo s6 ao seu melhor perfile farmacocinético, mas
também por ser uma via de administracdo menos invasiva. Foi explorado neste trabalho um
sistema inalatorio de p6 seco (Dry Powder Inhaler — DPI) preparado de modo a que a insulina
atinja a regido alveolar, que nao contem propelentes como CFC ou HFC. Mais especificamente,
foram produzidos varios lotes deste péptido em pd sem a adigdo de excipientes através da técnica

de Spray Drying a partir de uma soluc¢ao acida de insulina.

Estes sistemas foram devidamente caracterizados e as propriedades acrodinamicas em termos de
respirabilidade e frac¢do de particulas finas foram avaliadas. O dispositivo Turbospin® (Ph&T,
MI, Italy) de dose tnica de “p6 seco inalavel” foi o escolhido para aerosolizar e administrar o po

de insulina.

A estabilidade quimica foi estudada armazenando o p6 em diferentes condi¢cdes de
temperatura’humidade (25°C 60% U.R.; 2-8°C), sendo analisadas as amostras em tempos
diferentes por HPLC de acordo com métodos descritos na Farmacopeia Europeia (5* Edi¢ao) e na

USP 29.
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l. Introducéo

A terapia proteica representa uma classe terapéutica promissora, € como classe, representa a cota
do mercado com maior expansdo no que diz respeito a medicina humana. O seu particular
potencial prende-se com a sua elevada especificidade, podendo assim ser usada em doses mais
baixas e com menores efeitos laterais. Em virtude de terem carga, da sua elevada dimensdo e
serem hidrofilicas, as proteinas sdo apresentam problemas de permeabilidade. Torna-se
frequentemente necessario adicionar promotores a formulagdo proteica. Estes promotores foram
estudados de modo a serem usados em administragdo nasal, pulmonar e transdérmica de
farmacos. No entanto para todos os promotores, levantam-se problemas no que diz respeito a

toxicidade e imunogenicidade (Moeller et al., 2008).

O método tipico de administragdo de fa&rmacos como a insulina, continua a ser a via subcutanea
ou endovenosa de uma solugdo ou suspensdo, ndo sendo de todo a melhor solugdo para os
pacientes devido ndo s6 o incomodo das injec¢des didrias, ao stress psicologico, a dor, aos custos,
riscos de infecgdo, a dificuldade de manusear a insulina e a deposigao local da insulina que pode
levar a hipertrofia e deposi¢do de gordura no local da injec¢do. A realidade da administracdo de
insulina por uma via que ndo a via subcutanea, estd cada vez mais atractiva, em grande parte
devido as inerentes vantagens anatomicas. Pacientes relutantes a aceitagdo do tratamento com
injeccOes de insulina, priveligiaram esta escolha. Deste modo, vai ser facilitado o inicio do
tratamento da doenca com insulina, havendo portanto um melhor controlo da concentracdo de
insulina, melhorando assim a qualidade de vida destes pacientes. Maior cumprimento de regras ¢
importante na diminuicdo de graves e debilitantes efeitos a longo termo de diabetes mal

controladas (Khafagy et al., 2007).

Algumas das vias de administragdo promissoras e ainda sob investiga¢ao serdo agora brevemente

descritas.
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1. Vias de Administracédo de Farmacos

1.1. Administracao Oral

O maior desafio para administragdo de proteinas continua a ser sem duvida a via oral, apesar de
representar, tanto para péptidos como para proteinas grande dificuldade mas de elevado
potencial. As maiores dificuldades nesta via de administracdo prendem-se com a passagem de
proteinas para o intestino, de modo a evitar a degradacdo enzimatica, permear o epitélio intestinal
e escapar a mecanismos de efluxo. As estratégias tecnologicas passam por maximizar a
biodisponibilidade da insulina oral, ultrapassar barreiras e desenvolver terapias que sejam seguras
e eficazes. O uso de promotores para administracdo oral de proteinas ¢ comum, uma vez que
melhoram a absor¢do da substiancia activa por aumentar o seu transporte paracelular e
transcelular. O sucesso na administragdo de insulina por via oral, iria melhorar a qualidade de
vida de muitas pessoas, cujo quotidiano passa por vdrias injecgdes (Moeller et al., 2008; Khafagy

et al., 2008).

1.2. Administracao Nasal

Trata-se de uma via de administragdo com menores exigéncias a nivel tecnologico do que a via
pulmonar. Podem ser usadas umas simples gotas nasais ou um spray nasal, e neste caso
especifico, o tamanho das particulas ndo ¢ de maior relevancia. O epitélio nasal possui uma area
de permeacdo de aproximadamente 150 cm?, sendo o seu tamanho determinante para a dose
administrada por esta via. Em termos de introducdo de mercado, esta restrito a péptidos tais
como a desmopressina (conhecido anti-diurético), contendo apenas agentes conservantes com
uma biodisponibilidade de aproximadamente 3-10%. Este valor pode ser aumentado com
sistemas de administragdo mais avancados, especialmente com a adi¢do de agentes promotores
que modulem a permeabilidade do epitélio. A insulina, é a proteina mais estudada no que diz
respeito ao desenvolvimento desta via de administragdo. (Por exemplo, a CPEX Pharmaceuticals,
New Hampshire, estda na fase II de um estudo clinico que utiliza a uma emulsdo liquida de
insulina para administragdo nasal (Moeller et al., 2008), que até a data estd com uma taxa de

elevado sucesso e sem graves efeitos adversos em mais de 100 ensaios clinicos.
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1.3. Administracao Bucal

Esta via de administracdo ¢ bastante referenciada para pequenas entidades quimicas, sendo menos
estudada para terapia com proteinas. Apesar do epitélio da boca ser de facil acesso, a por¢do nao
queratinizada é relativamente pequena (aproximadamente 100 cm®). A administragio através
desta via ¢ menos exigente do que outras no que diz respeito a formulagdo e planeamento, e
permite uma passagem directa para a circulagdo sistémica, evitando assim o efeito de primeira

passagem a nivel hepatico, o que aumenta a biodisponibilidade da substancia activa.

O uso de promotores de absor¢do nesta via de administragdo melhora a absor¢ao dos péptidos
uma vez que estes aumentam a permeabilidade da membrana e/ou a adi¢cdo de inibidores de
enzimas que aumentam a estabilidade da substancia activa. Deste ponto de vista, o papel destes
potenciadores no transporte bucal de proteinas ¢ crucial. Sdo varias as substancias que podem
funcionar como promotores, devendo no entanto ser prevenido a ocorréncia de efeitos laterais tais

como a irritagdo da mucosa bucal (Moeller et al., 2008).

1.4. Administracao Transdérmica

r

Uma vez que a pele ¢ o maior 6rgao do corpo humano, a administragdo transdérmica ¢ uma
alternativa apelativa a via subcutanea. E uma via que oferece boa adesdo dos pacientes, a
possibilidade de controlar a libertagdo ao longo do tempo enquanto que evita a degradacdo que

ocorre ao longo do tracto gastro-intestinal e o efeito de primeira passagem.

Esta via de administra¢do ¢ dificultada pelo facto das proteinas ndo penetrarem facilmente na
pele, devido, mais uma vez ao seu tamanho e hidrofilicidade. A permeacao pode depender muito
do estado da pele e da sua hidratagcdo. Mais uma vez, o aumento da permeacao pode ser alcangada

através do uso de potenciadores quimicos. Em termos de efeitos laterais desta técnica,

15
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especialmente em regimes de terapia cronica, podemos referir a irritagdo ou mesmo o dano

cutaneo.(Khafagy et al., 2008).

1.5. Administracao Ocular

Trata-se de um eficiente sistema de absor¢ao que pode ser utilizado como um meio nao invasivo
de administracdo sistémica. Apresenta também a vantagem de ser muito mais pratica e facil do
que uma injeccao, sendo que a taxa de absor¢ao sistémica pela via ocular € tdo rapida quanto a
via injectavel, o tecido do olho ¢ significativamente menos sensivel ao desenvolvimento de
reac¢des imunologicas do que outros tecidos, evita o efeito de primeira passagem a nivel hepatico
assim como degradacdes que ocorrem a nivel gastrointestinal, (Khafagy et al., 2008) sendo estas
as responsaveis pela baixa biodisponibilidade de péptidos e outras substidncias aquando
administragdo via oral e ndo foram detectados efeitos laterais nem tolerancia ap6s um longo

periodo de tempo (3 meses) com administragdes diarias de gotas contendo insulina.

Como desvantagem refira-se as condicionantes fisiotecnoldgicas desta forma farmacéutica e

algum incémodo na aplicagao.

1.6. Administragdo Rectal

Durante os ultimos anos ocorreu um aumento consideravel de interesse na via rectal, como via de
administra¢do de insulina, que ¢ considerada uma via mais fisiologica para aplicagdo de insulina.
Esta via, comparativamente a outras, oferece varias vantagens: primeiramente, esta via ¢
independente da motilidade intestinal, tempo de esvaziamento gastrico e da dieta. E sabido que a
presenca de enzimas na parede intestinal diminua da por¢do proximal para a distal do intestino
delgado e do recto. (Khafagy et al., 2008). A maior vantagem sugerida para a administragdo

rectal, seria o facto, o efeito de primeira passagem estar reduzido.
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1.7. Administracdo Pulmonar

Na terapia inalatdria, o tracto respiratdrio ¢, ndo s6 o alvo terapéutico como também o proprio

meio de chegada da substancia activa.

Esta terapia ¢ comummente utilizada de modo a providenciar um efeito local em patologias como
a asma, Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), bronquite, fibrose cistica, entre outras
(Daniher et al., 2008). Nos ultimos 20 anos, a administracdo de medicac¢ao por via pulmonar foi
explorada de modo a obter um efeito sistémico. Uma das grandes vantagens deste modo de
administragdo de proteinas e péptidos prende-se com a reduzida actividade enzimatica intra e
extra-celular, evitar o efeito de primeira passagem e a elevada permeabilidade da mucosa

pulmonar para macromoléculas do tipo da insulina.

Trata-se de uma opg¢do comoda e ndo invasiva que oferece certas vantagens comparativamente a
rotas tradicionais de administracdo de medicamentos: a grande superficie de absor¢do pulmonar
(140 m?), a sua elevada vascularizagdo, a relativa auséncia de metabolizagio de primeira
passagem bem como de degradacdo enzimatica. Apesar de os pulmdes ndo serem isentos de
actividade enzimadtica, esta e as vias percorridas diferem daquelas observadas no tracto gastro-
intestinal, o que faz com que a administracdo pulmonar de péptidos e proteinas seja
extremamente promissora. A biodisponibilidade de proteinas e outras macromoléculas ¢ maior do
que por qualquer outra via ndo invasiva (Patton et al., 2007; Khafagy et al., 2007). A espessura
fina do epitélio alveolar permite uma rapida absor¢ao do farmaco e deste modo um rapido inicio

de accdo (Agu et al., 2001).

Deste modo, destacam-se duas areas distintas de aplicagdo da via pulmonar para obtengdo de

efeito sistémico que dizem respeito a taxa e extensao de absor¢ao:

( 1 ) a via inalatoria para situagdes onde se pode atingir mais rapidamente a absorcao de
substancias activas do que por outras vias ndo invasivas, especialmente por administracao oral, é

requerida; e
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( 2 ) administragdo de substancias activas que possuem uma reduzida extensdo de absor¢ao por
outras vias ndo invasivas (este grupo inclui principalmente proteinas e medicamentos peptideos,
tal como a insulina e seus andlogos, hormona de crescimento, eritropoetina, interferdes, bem

como algumas pequenas moléculas) (Gonda, 2000).

A anatomia e fisiologia pulmonar, permitem que estes funcionem como um filtro aerodinamico
eficiente uma vez que possuem uma estrutura ramificada que ndo favorece uma profunda
deposi¢ao do medicamento. Além disso, a eficacia farmacoldgica de um farmaco veiculado por
aerossol depende nao sé da quantidade de particulas que depositam, mas também da quantidade
que ¢ retida localmente. A deposicao € o processo que determina a fraccdo de particulas
inspiradas que ficam retidas no tracto respiratorio e que, portanto, ndo sdo expiradas. Processos
distintos actuam de modo a mover particulas suspensas no ar em direc¢ao a superficie do tracto
respiratorio: forgas de inércia, sedimentagdo e difusdo Browniana. Particulas menos soluveis e
moléculas com pior absor¢ao que sdo depositadas no cobertor de muco que recobre grandes e
pequenas vias pulmonares sao direccionadas em direc¢do a faringe pelos cilios. As particulas que
depositam em por¢des nao ciliadas dos pulmdes podem ser ingeridas pelos macrofagos alveolares

ou podem até ser dissolvidas (Brain, 2007).

2. Insulina

A insulina, substancia activa estudada neste trabalho, ¢ uma hormona produzida pelas células
beta que se localizam no interior do pancreas. Apos cada refeicdo, estas células libertam a
insulina que ajuda o corpo a usar ou armazenar a glucose proveniente dos alimentos ingeridos.
Em pessoas com diabetes tipo I (insulino-dependente) , as células beta foram destruidas,
existindo entdo a impossibilidade por parte do pancreas de produzir insulina. De modo a reparar
esta falta, existe a necessidade de injec¢des de insulina para utilizar a glucose que se acumula no
organismo. A diabetes, aparece com maior frequéncia em criangas e jovens, podendo no entanto
aparecer em idades mais avancadas. Pessoas afectadas por diabetes tipo 2 (ndo insulino-
dependente), produzem insulina mas as células do organismo oferecem resisténcia a sua ac¢ao da.
Este tipo de diabetes surge normalmente na idade adulta e o seu tratamento, numa primeira fase,

consiste na adop¢do de uma dieta alimentar e exercicio fisico, de modo a normalizar o mais
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possivel os niveis glicémicos. Caso estas medidas ndo sejam suficientes o doente tem de recorrer
a medicacao especifica, € em certos casos ao uso de insulina, que tem de ser injectada por via

subcutanea de modo a entrar na corrente sanguinea (Katzung, 2007).

No inicio da terapia com insulina, muitos pacientes acharam incomodo a necessidade de
administrarem varias injec¢des de insulina por dia. Assim, investigadores iniciaram estudos de
modo a prolongar a ac¢do da insulina. No inicio dos anos 30, foi descoberto que a adi¢dao de
protamina a insulina, reduzia substancialmente a sua solubilidade ao pH normal dos fluidos
corporais retardando assim a sua absorc¢ao e prolongando a sua ac¢do. Por volta da mesma altura,
foi reportado que a adi¢do de zinco a insulina também prolongaria o seu efeito. Por volta de 1946
foi produzida a primeira insulina cristalina — Neutral Protamine Hagedorn (NPH), tornando-se
assim possivel fazer misturas com insulina de acg¢do rapida. A insulina ultra lenta também estava
disponivel como insulina protamina-zinco (PZI). Nos anos 50 foram introduzidas formulagdes
com racios diferentes de insulina de protamina amorfa e zinco cristalino. Nesta fase, os doentes
tinham uma grande variedade de escolha de insulinas desde as répidas as ultra lentas (Heller et

al., 2007).

No entanto, a administragdo de insulina por via subcutanea resulta num perfil de insulina
plasmadtica bastante diferente da resposta prandial normal em individuos ndo diabéticos. A
insulina ultra lenta NPH nao simula exactamente a secre¢ao de insulina fisioldgica no individuo
sem diabetes. Assim, episddios de hipoglicémia sdo por muitas vezes um problema neste tipo de
preparagdes. De modo a ultrapassar este entrave, foram desenvolvidos analogos de insulina,
através da substituicdo de certos aminoacidos na estrutura da insulina de modo a fornecer um

perfil de insulina mais fisiologico (Heller et al., 2007).

Actualmente, existem quatro tipos de formulagdes de insulina para terapia diabética e as trés
caracteristica de cada uma delas ¢ o inicio de ac¢do, que corresponde ao tempo que a insulina
leva a alcancar a corrente sanguinea e comeca diminuir a glicémia, o pico maximo que se traduz
pela potencia maxima da insulina, no sentido de baixar a glicémia e a duragcdo que diz como a

insulina continua a diminuir a glucose. Assim:
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e Insulina de acgdo ultra-rapida — demora cerca de 5 minutos a produzir efeito apods a injecgao,

0 seu pico maximo € apods 1 hora, e € eficaz por 2 a 4 horas;

e Insulina de ac¢do rapida — atinge a corrente sanguinea em cerca de 30 minutos, o seu pico

esta entre as 2 e 3 horas e ¢ eficaz por cerca de 12 a 18 horas;

e Insulina de accao intermédia — geralmente demora cerca de 2 a 4 horas apds injec¢ao, o pico

esta entre as 4 e as 12 horas e a sua eficacia encontra-se entre as 12 e as 18 horas;

e Insulina de longa duragdo de accdo (ultra-lenta) — atinge a corrente sanguinea entre 6 a 10

horas ap0s a injecgdo e € geralmente eficaz entre as 20 e as 24 horas seguintes.

Em 2006, foi comercializada um produto de insulina pulmonar, Exubera®, (Sanofi-Aventis). A
sua formulagdo continha citrato de sédio, manitol, glicina e hidréoxido de sédio, com uma
biodisponibilidade de 10% relativamente a administragdo subcutanea. Trata-se de uma insulina
de accdo rapida, em forma de pd, a ser inalado antes de cada refeigdo. Em 2007, Exubera® foi
retirado do mercado, ndo s6 devido ao insucesso comercial como sobretudo a sobre-representagao
de cancro de pulmao nos pacientes. Esta insulina provocou também um aumento da incidéncia de

formagao de anticorpos relativamente a administracao subcutanea de insulina convencional.

Outras formulagdes de insulina estiveram sob investigagao, variando de cristais secos a particulas
revestidas ou goticulas de liquidos, mas diversas companhias farmacéuticas optaram abandonar
os seus projectos de pesquisa pulmonar, se bem que nao admitindo ser por questdes de seguranca

(Moeller et al., 2008).

Apos a retirada do mercado da insulina pulmonar Exubera® e o término de muitos estudos na
industria farmacéutica sobre terapia proteica pulmonar, o caminho desta terapia era uma ainda
uma realidade. Assim, nem a via de administragdo pulmonar nem outras vias ndo parenterais
eram obsoletas e muitos desenvolvimentos interessantes t€ém vindo a decorrer sendo que alguns
resultados tém sido alcangados para a insulina como ja foram alcancados para muitas outras

hormonas como a calcitonina e a vasopressina que se encontram no mercado como sprays nasais.
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O campo da insulina ja deu um tremendo passo em frente com a aprovagdo do Exubera®. A
insulina desde hé muito tempo que € alvo de estudo por parte da industria farmacéutica devido ao
elevado nimero de pessoas que a utiliza e dos problemas em torno da dependéncia de injecgoes

(Khafagy et al., 2007).

Investigadores de instituicdes académicas e empresas farmacé€uticas, iniciaram trabalhos
conjuntos em diversas novas tecnologias de distribui¢do do fairmaco de modo a introduzir no
mercado uma forma de dosagem, viavel e possivel, de insulina oral com potencial capacidade de
substituir a dolorosa terapia de insulina, desenvolvendo assim tecnologias que ultrapassem os
desafios da administragdo oral de péptidos. Como resultado, ha um elevado grau de inovagao e

competi¢dao, com varias substancias ja em fase de ensaio clinico.

Nao foi s6 a fobia a agulhas, mas também o stress psicologico que todo o tratamento de diabetes
proporciona que encorajou varios cientistas a investigar e explorar todas as promissoras vias de
administragdo, desde a via oral a rectal, com uma enorme variedade de dispositivos e sistemas de
administra¢do. Cada uma das varias vias de administracdo de insulina possui o seu conjunto de
vantagens e desvantagens, mas todoas representam possibilidades de administragdo de insulina a
longo termo, estando no entanto a dificuldade de atingir concentracdes plasmaticas adequadas,

ainda por ultrapassar (Khafagy et al., 2007).

3. Factores que Influenciam a Deposi¢do Pulmonar de Farmacos Proteicos
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A regido anatomica onde as particulas da formulagdo inalada se depositam, no pulmio assim
como a quantidade de substancia activa que nele se deposita, depende tanto das caracteristicas do
proprio doente como das caracteristicas fisicas da particula tais como o tamanho, densidade,
forma, carga eléctrica e higroscopicidade. Quanto as caracteristicas do doente, deve-se ter em

conta a forma do pulmao, o sexo, idade e a sua respiracao.

3.1. Tamanho da Particula

A medida mais apropriada do tamanho de particulas de aerossois ¢ o d,e, uma vez que relaciona o
comportamento dindmico da particula e descreve o mecanismo principal da deposi¢ao de
aerossois no tracto respiratorio. E definido como o didmetro de uma esfera de volume equivalente
com densidade unitaria com a mesma velocidade terminal de sedimentacao que a particula real

(Telko et al., 2005; Daniher et al., 2008; Brain 2007). E expresso do seguinte modo:

dae = dv(p/poy) Equacéo 1

Onde po e p correspondem respectivamente a particula e a unidade de densidade e onde § € o
factor da forma dinamica , que possui igual valor a 1 para uma particula esférica perfeita. Este
factor, tem em consideracdo ndo s6 o tamanho das particulas, como também a sua forma e

densidade (Chow et al., 2007).

Este é parametro fisico chave que prevé o local de deposi¢cdo do aerossol nos pulmdes para
particulas micronizadas inaladas: particulas maiores que 10 um sdo depositadas na parte superior
do tracto respiratdrio e possuem pouco, se algum, efeito terapéutico sistémico. Particulas
pequenas com didmetro aerodindmico inferior a 5 pum passam através das vias respiratorias
superiores € depositam na por¢do inferior sob a influéncia da gravidade e de movimentos
Brownianos. Em contraste, particulas com didmetro inferior a 0,5 um correm o risco de ndo se
depositarem de todo, uma vez que elas se estabelecem mais lentamente e podem ser arrastadas

pela corrente de ar e finalmente ser expiradas (Atkins, 2005).
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Para um aerossol de particulas com um intervalo alargado de didametro aerodindmico
(polidispersas), a distribui¢do dimensional é usualmente caracterizada por Mass Median
Aerodynamic Diameter — MMAD quando a dispersdo segue uma distribui¢do log-normal, a
dispersao pode ser expressa em termos de Desvio Padrao Geométrico — GSD que indica a taxa de

polidispersdao em torno do valor médio.

O Grafico 1 representa a distribuigdo de tamanhos (dge M) das microparticulas da substancia

activa de acordo com o local de deposigao no tracto respiratorio.

Gréfico 1 — Efeito do tamanho da particula na deposi¢do das particulas do aerossol no
tracto respiratdrio na sequéncia de uma inalacdo lenta e uma suspensdo do fblego por 5
segundos. As particulas maiores depositam na boca e traqueia, e as mais pequenas na zona

alveolar. Particulas menor de 1 um podem ser exaladas (Agu et al., 2001).
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3.2. Densidade
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O diametro aerodinamico de uma particula ¢ fun¢do da raiz quadrada da sua densidade e
portanto, para uma particula ter um determinado didmetro de volume, reduzir a densidade,

significa reduzir a sua dimensao aerodinamica.

3.3. Forma

A forma das particulas possui uma notavel importancia aquando da manipulacdo de pos. Por
exemplo, cristais que possuem uma forma irregular sdo geralmente coesivos, enquanto que as
esferas fluem muito melhor. As fibras e particulas em forma de agulha parecem ter bastante
interesse no que diz respeito a caracteristicas de deposicao. O seu didmetro aerodinamico ¢ quase
independente do comprimento e o didmetro ¢ aproximadamente igual a particula mais pequena
em questdo. Por esta razdo, as particulas mais alongadas podem exibir um didmetro aerodindmico

menor do que em relagdo a particulas esféricas com a mesma massa ou volume.

Tal como foi afirmado anteriormente, a administragdo de farmacos por via pulmonar oferece a
oportunidade de administracdo sistémica de péptidos e proteinas, que no presente sdo
administradas por via parenteral. A diabetes, por exemplo, ¢ uma doenca séria, ndo sé para o
individuo como para a sociedade. A diabetes esta a aumentar rapidamente e a prevaléncia global
¢ uma causa importante de preocupagdo. A maioria das estratégias requer uma rigorosa auto-
monitorizagdo e injecgdes frequentes de modo a controlar a hiperglicémia. De modo a aliviar
algum fardo destes pacientes e a aumentar a sua adesdo a terapé€utica, o desenvolvimento de vias

alternativas de administrag¢do de insulina, vale a pena.

Recentemente, varios avangos significativos na tecnologia de analise e métodos de engenharia de
particulas (tais como a técnica “spray-drying”) conferiu aos farmacéuticos, a oportunidade de
desenvolver microparticulas de tal modo que seja possivel a entrega de um medicamento nas vias
aéreas do pulmao de modo eficiente. Apesar da morfologia e as propriedades das microparticulas
possa, muitas vezes ser ligeiramente controlada de modo a assegurar uma elevada
reprodutibilidade do produto final, uma vez fabricados, sdo frequentemente incluidos em
complexos de ambientes heterogéneos tais como dose calibrada do tipo (MDI) ou do tipo

inalador de p6 seco (DPI) de modo a facilitar a administracdo as vias aéreas. Nos DPI, as
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microparticulas da substancia activa, sdo frequentemente misturadas com um transportador inerte
grosseiro, que ap6s a inalagdo liberta as microparticulas para o pulmdo. No entanto, as
microparticulas encontrardo um conjunto diversificado de interac¢des adesivas decorrentes das
propriedades da superficie heterogénea do transportador ditadas por diferencas quer dimensionais
quer morfoldgicas individuais das particulas. Uma razdo para o facto de ainda ser tdo dificil
desenvolver uma formulagdo que seja de administragdo inalatoria, apesar da disponibilidade de
inimeras tecnologias de engenharia de microparticulas , ¢ a falta de compreensao fundamental do

comportamento dessas microparticulas quando em complexos de ambientes heterogéneos.
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Il Método Analitico de Doseamento da Insulina

2.1. Validacao do Método Analitico para a Determinagdo Quantitativa de Insulina por
HPLC

A determinagdo quantitativa da insulina foi feita por HPLC. A determinacdo quantitativa da
substancia activa ¢ realizada reportando os valores das areas dos picos cromatograficos com um

padrao, que foi repetidamente injectado no inicio e durante a analise.

A curva de calibragdo foi construida usando seis concentragdes de insulina bovina (SIGMA batch
01K1250) dissolvida em HCI 0.01 N a 0.116, 0.232, 0.579, 1.158, 2.895, 5.789 mg/ml. Cada
padrao foi injectado seis vezes. A precisao do método analitico (expresso em Desvio Padrao

Relativo — DPR%) foi calculada e est4 indicado na Tabela 1.

A analise da insulina foi realizada utilizando as seguintes condi¢des operativas:

e (Coluna: Simmetry 300, C18, Sum (Waters Corp. USA)

e Temperatura da Coluna: 40°C

e Fase Movel: Solvente A/CH3CN 74/26 (Farmacopeia Europeia 5 Ed)
e Fluxo: 1.0ml/min

e Tempo de retengdo: 13 min

e Comprimento de Onda: 214 nm

e Volume de Injecgao: 20 ul
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Tabela 1. Valores de DPR% da solugéo de Insulina (n=6).

Diluicéo Cone Amostra Média AUC Desv. Padrao DPR %
(mg/ml)

5.789 74950 88.6 0.12
1:2 2.895 39603 199.8 0.50
1:5 1.158 16465 62.4 0.38
1:10 0.579 8021 443 0.55
1:25 0.232 3295 3.9 0.12
1:50 0.116 1591 1.9 0.12

A reprodutibilidade do método foi considerada aceitdvel uma vez que os valores obtidos do
DPR% para cada padrdo foram inferiores a 2% (limite definido pela IHC 24) (Tabela 1). O

Grafico 2 apresenta a linearidade do método.

Gréfico 2. Curva de calibracdo do HPLC da amostra de Insulina. Pico da area versus

concentracdo da solucdo padréo da Insulina.
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O coeficiente de correlagdo (R?) da curva de calibraco foi de 0.999 num intervalo de 0.12-5.79

mg/ml o que indica uma excelente linearidade entre a concentragdo e a resposta analitica.

2.2. Determinacdo A21 e Split

O método da Fase Reversa em HPLC utiliza um programa de eluigdes isocraticas. A analise foi
feita com uma coluna Simmetry C18, 5 um, 4.6 mm x 250mm, (Waters Corporation, Milford,
Massachusett, USA) a uma temperatura de 40°C. Foram preparadas duas fases moveis para

efectuar a analise A21 e Split:

Fase Movel A: 0.28% m/v de solugdo anidra de sulfato de sddio (Sigma Chemical, Germany)
com 2.7 ml/L de acido fosforico a 85%. O pH foi ajustado a 2.3 com etanolamina.

Fase Movel B: fase movel A/acetonitrilo 55/45 v/v.

Fluxo: 1ml/min

Tempo de retengdo: 16 min

Comprimento de onda: 214 nm

Volume de injec¢do: 20 pl

A analise foi efectuada com o seguinte gradiente de eluicao:

Tabela 2 — Gradiente de eluicao

Tipologia, min % A %B
Isocratica 0-30 38 62
Gradiente 30-44 38> 11 62 > 89
Isocratica 44-50 11 89
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Gréfico 3. HPLC de FR da Insulina e respectivos produtos de degradacéo.

insulina
A21 desamina

\ A8-A9 produtos de split

A Farmacopeia Europeia V exige que no cromatograma obtido, o pico de insulina A 21 nao pode
ser superior a 3% da area total do pico e a soma total dos picos, excluindo o principal e o da

insulina desaminada, ndo podera ser superior a 3% da area total dos picos.

2.3. Cromatografia de Exclusdo de Tamanho - HPLC

Esta analise foi efectuada usando uma coluna de Insulina HMWP, Waters Corporation, Milford,
Massachusett, USA de modo a separar monomeros de dimeros e hexameros covalentes. A fase
movel € composta por acido acético glacial/acetonitrilo/L-arginina (Img/ml solugdo aquosa)
15/20/65. O fluxo da andlise foi de 0.5 ml/min e os tempos de retengdo dos constituintes da
insulina foram: hexameros 14, dimeros 16.5, mondémeros 18, sais 23. O comprimento de onda

utilizado foi de 276 nm e o volume de injecg¢ao foi 100 pl.
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Gréfico 4. Cromatograma da Insulina por HPLC por exclusdo de tamanhos e respectivos
produtos de degradacéo.
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A Farmacopeia Europeia V exige que no cromatograma, a soma da area dos picos eluidos antes
do pico do monémero principal ndo deve ser superior a 1% da éarea total dos picos, mas ndo

daqueles eluidos depois do mondmero.

Os resultados obtidos da quantificacdo do lote de insulina como matéria-prima, em termos de

produtos de degradagdo covalente, estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Analise dos produtos de degradacdo da insulina como matéria-prima.

Pureza
HMWP
| Lote # A2 Split
(1% Limit)
(3% Limit) (3% Limit)
016k1250 0.54 +£0.09 2.51+0.21 0.60+0.20
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I11.Producédo de Insulina pelo Processo Spray Drying

A micronizagdo de insulina foi efectuada por um processo de spray drying, utilizando um Spray-
Dryer Biichi mod.191 (Biichi Laboratoriums- Technik, Svizzera). Através desta técnica ¢
possivel obter um pd micronizado cujas propriedades morfoldgicas e fisicas sdo diferentes das da

matéria-prima.

De um modo mais pormenorizado, o pd de insulina micronizado foi produzido através desta
técnica utilizando uma solu¢do da hormona (1% p/v) em acido acético (0.4 M). Inicialmente, o
pH desta solucao foi corrigido com NaOH 1N ou NH4OH para um valor dentro do intervalo de
3.1-3.6. Antes de serem levadas para o Spray-Dryer, as solugdes foram ainda filtradas por um

filtro de papel.

Para a produc¢ao do p6, foram utilizadas as seguintes condigdes operativas do Spray-Dryer:

Figura 1. Mini Spray — Dryer

e Fluxo de ar — 600/h
e Temperatura interior — 120°C
e Fluxo da bomba — 3.25 ml/min

e Aspiracao — 100%

Ap0s secagem, o produto foi recolhido para um papel encerado e o seu rendimento foi calculado

(Equagao 2) sendo posteriormente armazenado hermeticamente em frigorifico.
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Mnssa,
Masia,

T RenEInEnio = x 100 Equagdo 2

onde, Massar corresponde ao peso do produto apés o processo de Spray Drying e Massas € a

quantidade solida da suspensao inicial.

A Tabela 4 apresenta os valores de pH, a composi¢ao das solugdes de insulina antes de sofrer o

processo de spray drying e o rendimento do processo.

Tabela 4. Composi¢do qualitativa e quantitativa do po preparado pela técnica Spray Drying

e as condicdes operativas adoptadas.

) Base usada ) ]
Lote Insulina pH solucdo antes Rendi- pH do pé
ara
Matéria-Prima P de Spray Drying mento (1 mg/ml)
aumentar pH
ISD5207* 115k1758 NaOH IN 3.12 84.8% 4.97
ISD1307* 016k1250 NaOH IN 3.10 86.1% 4.92
ISD91007 016k1250 NH4OH 15% 3.60 72.7% 4.88
1SD101007 016k1250 NH4OH 15% 4.24 58.0% 4.82

*Lote preparado previamente, sendo a sua estabilidade seguida neste trabalho

Os pos de insulina foram obtidos com sucesso pela técnica “Spray Drying” sendo o rendimento
em todos os casos superior a 55%. A volatilizagdo do acido durante o processo de secagem levou
a um aumento do pH dos po6s (Tabela III). Postula-se que aumento do pH ajuda a diminuir a

potencial agressividade dos pds na mucosa pulmonar.
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V. Caracterizacéo do P6 Produzido

4.1. Morfologia do P6 “Spray Dried” por SEM

As caracteristicas morfologicas do pd foram examinadas por SEM (Scanning Electron
Microscopy JSM 6400), ndo s6 da matéria prima mas também de todas as amostras produzidas
por “Spray Drying” de modo a que fosse possivel verificar as alteragdes morfologicas sofridas
nas particulas devido ao processo a que foram submetidas. Assim, as amostras foram depositadas
num vidro de microscopio coberto por uma fita bi-adesiva que servia como suporte. As amostras
foram ainda cobertas com uma fina camada de dourado, cuja espessura encontrava-se entre 200 A
e 400 A e que foi analisado a uma distancia de 39 mm e com uma diferenca de potencial entre 5-

10 KV.

Figura 2. Imagens de insulina como matéria prima analisadas através de SEM.
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A figura 2 mostra que os cristais da matéria prima possuem uma forma irregular assim como uma
superficie macia. Alguns cristais apresentam uma forma cibica mas a maioria apresenta uma
forma prismatica irregular. A dimensao das particulas, em termos de diametro varia entre 10-15
um, sendo deste modo demasiado grandes para administracdo pulmonar, uma vez que apenas
particulas com um didmetro aerodindmico inferior a 5 pum sdo consideradas respirdveis.
Comparando as imagens obtidas através de SEM da insulina enquanto matéria prima e insulina
“Spray-Dried” ¢ demonstrado que a técnica de “Spray-Drying” modifica a morfologia e o
tamanho das particulas dando lugar a micro-particulas irregulares, enrugadas e esponjosoA
formulacdo resultante apresenta uma morfologia caracteristica em crescente e colapsada de
acordo com a corrente definicdo usada na descricao da particula. A analise microscopica indica
a presenca de uma superficie aspera com varias depressdes o que pode indicar que por dentro, as

particulas sdo ocas e colapsaram durante a fase de formagao.

4.2. Analise Dimensional de Difrac¢do por Laser

O processo de difrac¢do por laser ¢ aplicado a material cujas dimensdes variam entre 0.05 e 3500
um. A distribuicdo dimensional das particulas € expressa como didmetro de volume equivalente,
isto ¢, o didmetro de uma esfera com o mesmo volume da particula a ser examinada. O po
micronizado foi analisado por um “laser light scattering” Mastersize X (Malvern Instruments
Ltd., UK) numa suspensdao com uma solugdo de lecitina-ciclohexano (0.1% p/v). Foi ainda
utilizada uma pequena célula com 100 ml de volume dotada de sistema direccional, uma lente de
45 nm (util num intervalo de 0.2-0.8 um) que se situava a uma distancia de 5 cm da objectiva. A

suspensao foi colocada no sonicador durante 15 minutos antes da analise.

A andlise foi repetida 8 vezes para cada amostra e foram analisadas 3 amostras por lote, através
de um processo de escolha de amostras aleatorio. Os resultados da andlise sdo expressos em
termos de dv 0.9, dv 0.5 e dv 0.1 que representam os didmetros a 90, 50 e 10% de volumes

cumulativos respectivamente.
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Tabela 5. Tamanho das particulas de Insulina enquanto matéria prima e ap0s 0 processo
“Spray-Drying”. Dv 0.1, dv 0.5 e dv 0.9 representam o diametro das particulas a 10, 50 e
90% da area cumulativa.

dy 0.1 (um) dy 0.5 (um) dy 0.9 (um)

| 016k1250 278+ 0.04 8.81+0.13 15.54 % 0.06
1SD5207 138 = 0.02 452+0.10 8.55+0.26
1SD1307 1.42 % 0.06 474+0.11 8.84+0.12
1SD91007 0.92 £ 0.03 4.04+0.17 933 +0.47
1SD101007 1.55+0.18 3.67+0.39 7.87+0.79

Cada lote preparado por este processo dispunha de microparticulas com dimensdes correctas para
deposi¢do nas vias aéreas inferiores (ex. um didmetro médio entre 1-5 pum, assumindo uma
densidade de aproximadamente 1). O didmetro médio foi sempre inferior a 5 um. Por estes
motivos, os pos preparados tém um valor aerodindmico Util de modo a atingirem a zona

respiratoria e produzir a sua acgdo farmacologica.

4.3. Avalicao Aerodinamica por Cascata de Impacto de Anderson

O aparelho DPI (Dry Powder Inhaler) utilizado neste estudo, foi o inalador multi-doses
Turbospin® (Chiesi Farmaceutici, IT). Turbospin® é um aparelho com capacidade para uma
capsula (monodose) com o pd, que consiste numa peca branca onde se coloca a boca, o corpo que
acomoda a capsula e ainda um par de agulhas que fura a capsula (Figura 8). Consegue dosear ¢
aerosolizar uma pequena quantidade de fairmaco (2 mg de po) e é de simples manejo para os

pacientes.
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Figura 4. Turbospin®, Ph&T Millano.

Com o ACI ¢ possivel determinar a respirabilidade dos pos (Figura 5). O seu uso permite a
obtencdo da distribui¢cdo dimensional em termos de diametro aerodinamico (d,.) € o calculo da
fracgdo das particulas que atinge os niveis inferiores considerados criticos para a fracgao
respiravel ( inferior a 5 um).

O Andersen Cascade Impactor - ACI é composto por uma garganta € um pré- Figara 3 - AC_I
separador que representa a primeira por¢do do tracto respiratorio, € uma
sequéncia de niveis (placas) com pequenas aberturas cujas dimensdes
diminuem sucessivamente. Assim, quando o p6 percorre os diferentes niveis,
as particulas ficam retidas de acordo com o seu tamanho (das particulas
maiores para as menores). No final do instrumento, existe um filtro conectado

a uma bomba que por sistema de vacuo gera um fluxo de ar dentro do sistema.

Para se obter um fluxo de 60 1/min de modo a que haja uma correcta activacdo do Turbospin, ¢
necessario um tempo de activacdo da bomba de 4 segundos (USP 29). Os varios niveis (placas)
deste instrumento possuem uns “pratos” que sdo revestidos com Span 80/ciclohexano (1% w/v)
de modo a que seja possivel controlar o retorno das particulas dentro do instrumento. O p6 total
recuperado foi calculado como uma percentagem da dose carregada e se fosse inferior a 85% o
valor era recusado e repetia-se a experiéncia. Foram feitos trés testes para cada formulacdo de
DPI. A fracgdo respiravel é expressa em termos de fragdo de p6 fino (FPF) que serdo as particulas
com dimensao inferior a Snm. Foram descarregadas 10 doses de modo a garantir que em cada

nivel, a quantidade de substancia activa era a suficiente para ser detectada na analise por HPLC.

36



Produgdo de Formas Farmacéuticas Contendo Insulina para Administragdo Pulmonar

Foram calculados os seguintes pardmetros de acordo com descrito na USP 29:

Recuperagdo: representa a percentagem de substdncia activa recuperada do sistema
relativamente & massa de p6 emitida pelo Turbospin®. De modo a que a anélise seja considerada
valida, o valor deve estar entre 75% e 125%. Neste trabalho, resultados de Recuperacao

inferiores a 80% ndo foram considerados.

FPD (Dose de Particula Fina): massa (ug) da substancia activa com dimensdes iguais ou

inferiores a 5 um. Frac¢des com tais dimensdes, que permitam deposi¢do pulmonar, calcula-se:

(R
FDP = (ﬁ) Equacao 3

R corresponde a massa total de particulas inferiores a 5 um, e N corresponde ao nimero de doses

descarregadas durante a experiéncia.

FPF (Fraccdo de Particula Fina): expressa a percentagem de massa de substancia activa
inferior a Sum relativamente a quantidade total da mesma retirada do colector do dispositivo.

Calcula-se de acordo com a seguinte formula:

FPF =(i] 100
2A

Equagdo 4

R corresponde a massa total da substancia activa inferior a Sum, e Y A € a massa

total da substancia activa retirada do dispositivo.
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MMAD (Massa Média Diametro Aerodinamico): didmetro médio é a dimensdo (um) que
separa a distribui¢do dimensional em duas partes com o mesmo peso. E calculada em diagrama a
frac¢do cumulativa subdimensionada da substancia activa na escala de Log Probit versus
diametro aerodinamico em escala Log. Através da interpolacdo de dados ¢ possivel verificar a

MMAD como o diametro correspondente de 50% da frac¢ao cumulativa.

Dose Administrada ou Dose Libertada: representa a dose (mg) libertada do inalador
Turbospin® e ¢ entendida como a diferenca de peso do dispositivo inalador antes e depois da

saida da dose.

Na tabela 6 estdo descritos os valores de parametros aerodindmicos (USP 29), a distribuicao do
p6 no ACI e valores extrapolados da MMAD da percentagem cumulativa subdimensionada

versus o diametro aerodinamico de todos os pds analisados.

Tabela 6 — Parametros aerodindmicos da insulina para inalagéo por “Spray Drying”.

Parametros Aerodinamicos

Dose
Batch # Recuperagégo ~ MMAD FPD FPF
Administrada
(mg) (%0) (um) (mg) (%0)

ISD5207 1.70 £ 0.06 923+1.5 331£0.07 094+0.06 65.27+0.91

ISD1307 1.66 = 0.05 88.6+£0.9 321+0.11 0.85+0.10 65.54+3.03

ISD91007 1.57+£0.01 82.5+2.1 1.79+0.18 1.04+0.09 83.56=*4.76
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Distribuicdo Dimensional em ACI

Gréfico 5. Distribuicdo Dimensional (%) de insulina “Spray-Dried” lote 5207 em ACI
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Gréfico 6. Distribuicdo Dimensional (%) de insulina “Spray-Dried” lote 1307 em ACI
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Gréfico 7. Distribuicdo Dimensional (%) de insulina “Spray-Dried” lote 91007 em ACI
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A eficiéncia (%) da dose libertada (ratio entre a dose libertada e a dose marcada) foi proxima de
82%; os pds tém um bom escoamento e ndo possuem tendéncia para formar aglomerados. Todos
os lotes de pd de insulina demonstraram possuir uma respirabilidade elevada assim como boas
propriedades aerodinamicas uma vez que a MMAD foi inferior a 4 um e a FPF superior a 60%.
Em particular, o maior valor de FPF (83.6%) foi obtido de um p6 preparado por “Spray Drying”
em acido acético/solugdo de amodnia (pH 3.6) do péptido (lote 91007).

4.4. Estabilidade

Foi efectuado um estudo de estabilidade de modo a seguir a degradacdo da insulina em po
durante o periodo de armazenagem em diferentes condigdes atmosféricas. Deste modo, o po6 foi
armazenado em diferentes condi¢des de temperatura: 5°C e 25°C-60% R.H. (Humidade Relativa).
As amostras foram analisadas no tempo zero, primeiro, terceiro, sexto, nono e décimo segundo

més. Alguns dos resultados ndo sdo apresentados devido a continuidade do estudo.
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4.4.1. Conteudo em Insulina %

Nas tabelas seguintes apresentam-se os resultados referentes ao conteudo em insulina.

Tabela 7. Contetdo (%) de insulina no pé “Spary-Dried” armazenado a 25° ao longo do

tempo.

Contetido em Insulina %o - 25°C

T zero Més 1 Meés 3 Més 6
1SD5207 8636149 84.74+1.75 85.79+2.77 8591+2.22
1SD1307 88.86+0.83 82.04+0.39 82.05+3.86 76.12+5.07

ISD91007  95.78 +£1.58 97.75+2.30 * *

* Dados néo disponiveis.

Tabela 8. Conteudo (%) de insulina no p6 “Spary-Dried” armazenado a 5° ao longo do
tempo.

Contetido em Insulina % - 5°C

T zero Més 1 Més 3 Més 6
1SD5207 86.36+1.49 86.23+0.87 85.13+1.35 89.31+3.90
1SD1307 88.86+0.83 85.65+0.80 81.01+2.05 84.25+2.04

ISD91007  95.78 £ 1.58 96.63 +£0.98 * *

* Dados ndo disponiveis.
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4.4.2. Proteina de Elevado Peso Molecular (HMWP — High Molecular Weight Protein)

Nas tabelas seguintes apresentam-se os resultados referentes aos produtos de agregacdo covalente

no po6 de insulina.

Tabela 9. Contetddo (%) dos produtos de agregacdo covalente (dimeros) no p6 de insulina
“Spray Dried” a 25°.

HMWP
(Limite 1%0)
T zero Més 1 Meés 3 Més 6

1SD5207 1.47 £0.02 1.86+0.03 2.60+0.02 3.87+0.17
1SD1307 0.44 £0.01 0.68 +£0.05 1.40 £0.01 3.74 £ 0.03

1SD91007 0.47£0.01 1,19 +£0.05 * *

* Dados ndo disponiveis.

Tabela 10. Contetido (%) dos produtos de agregacao covalente (dimeros) no pé de insulina
“Spray Dried” a 5°.

HMWP
(Limite 1%0)
T zero Més 1 Meés 3 Més 6

1SD5207 1.47+0.02 1.48 £ 0.06 1.60 +0.00 1.64 +0.00
1SD1307 0.44 £0.01 0.60+0.04 0.50+£0.00 0.54+0.00

1SD91007 0.47£0.01 0.71 £ 0.04 * *

* Dados ndo disponiveis.
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Produtos de Degradacao no Tempo de HMWP

Nos graficos seguintes apresentam-se a formacao de produtos de degradagdao ao longo do tempo

nos diferentes lotes.

Gréfico 8. Produtos de degradagdo de HMWP no tempo do lote 5207
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Gréfico 9. Produtos de degradacédo de HMWP no tempo do lote 1307
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4.4.3. A 21 e Split Produtos de Degradacgéo

Tabela 11. Produtos de degradacéo (%) a 25° (Insulina, A 21 e Split) no po6 de Insulina “Spray-Dried”.

Degradacéo
] Tempo
A21 e Split
Lote # o
(Limite 5% + 6%0) Tempo Zero Més 1 Més 3 Més 6
A2l 3.90+£0.22 3.22+£0.24 3.96 +0.35 6.85 +0.33*
1ISD5207 Split 4.09 +0.39 4.82+0.13 6.24 £0.12 10.89 £ 0.10%*
Insulina 92.01 £0.33 93.96 +£0.22 89.81 £0.47 82.17 £0.23*
A2l 2.53+0.22 3.41+£0.18 3.45+0.49 4.45+0.28
1ISD1307 Split 0.77+0.18 2.05+0.18 433+0.23 11.40 +£0.90
Insulina 96.27 +0.38 94.57 + 0.34 9222 +0.72 84.15+0.64
A2l 3.61 £0.26 6.29 £0.23
1ISD91007 Split 1.44£0.24 1.81+0.17 *x ol
Insulina 94.94 + 0.49 91.90 +0.34

* Més 7

* * Valores de estabilidade ndo disponiveis.
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Tabela 12. Produtos de degradacéo (%) a 25° (Insulina, A 21 e Split) no p6 de Insulina “Spray-Dried”.

Degradacéao
A21 e Split
Lote #
(Limite 5% + 6%0) Tempo Zero Més 1 Més 3 Més 6
A2l 3.90+0.22 3.80+0.24 3.99+0.10 7.40 £0.15%*
1SD5207 Split 4.09 £0.39 378 +£0.18 3.44 +£0.20 3.96 +(0.89*
Insulina 92.01 £0.33 92.42 +0.28 92.57+0.10 88.64 + 0.79%*
A2l 2.53+0.22 3.38+0.15 3.35+0.05 3.62+0.11
1ISD1307 Split 0.77+£0.18 1.68 0.4 1.29 +0.35 0.83 +£0.05
Insulina 96.27 +0.38 95.14+0.11 95.36 +£0.30 95.50 £ 0.47
A2l 3.61£0.26 6.15+0.22
1SD91007 Split 1.44+£0.24 0.87+0.02 *x **
Insulina 94.94 +£0.49 92.97£0.21
* Més 7

* * Valores de estabilidade ndo disponiveis.
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Progressao de A 21 e Produtos de Degradacéo de Split no Tempo

Nos graficos seguintes apresenta-se a degradagdo do A 21 e Split ao longo do tempo

Gréfico 10. A 21 e produtos de degradacdo de Split no tempo do lote 5207 ( a linha
representa o limite de degradacéo da USP).
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Gréfico 11. A 21 e produtos de degradacéao de Split no tempo do lote 1307 ( a linha

representa o limite de degradacéo da USP).
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Gréfico 12. A 21 e cromatograma do Split do lote ISD 1307 a tempo zero.

QuickTime™ e un
decompressore TIFF (Non compresso)
sono necessari per visualizzare questimmagine.

Gréfico 13. A 21 e cromatograma do Split do lote ISD 1307 a 25° 60% R.H. apdés 6

meses.

QuickTime™ e un
decompressore TIFF (Non compresso)
sono necessari per visualizzare questimmagine.

Gréfico 14. A 21 e cromatograma do Split do lote ISD 1307 a 5° 60% R.H. apds 6

meses.

QuickTime™ e un
decompressore TIFF (Non compresso)
sono necessari per visualizzare questimmagine.
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V. Conclusdo

Este estudo demonstrou a capacidade da técnica “Spray Drying” de produzir pé com
particulas de tamanho adequado para administracdo pulmonar. As imagens de SEM de
insulina como matéria prima e insulina “spray-dried”, demonstraram que o processo
“Spray drying” modifica a morfologia ¢ o tamanho das particulas do pd, dando lugar a

microparticulas de formato irregular, enrugadas e esponjoso.

O po preparado a partir de uma solugdo aquosa do péptido demonstrou uma elevada
respirabilidade e boas propriedades aerodinamicas, uma vez que para todos os lotes a
Massa Média Diametro Aerodinadmico foi inferior a 4 uym e a Frac¢do de Particula Fina
foi superior a 60%. De um modo particular, o valor maior de Frac¢do de Particula Fina
(83.6%) foi obtido a partir de um p6 do péptido, preparado por “Spray Drying” usando

uma solugdo de acido acético/amonia (pH 3.6).

Todos os lotes demonstraram ser estaveis quando armazenados a uma temperatura de
5°C, nao sendo no entanto, estaveis a temperatura ambiente. Em particular, o A 21 ¢ os
valores de Split aumentaram de 9.75% no lote ISD5207 para 12.55% no lote ISD1307
quando armazenados a 25°C-60% R.H. apds 6 meses. A temperatura ambiente também
houve um aumento das agregacdes covalentes. Os valores da Proteina de Elevado Peso
Molecular sdo de 2.33% e 3.03% para os lotes ISD5307 e ISD1307 respectivamente

quando armazenados a 25°C-60% humidade relativa apds 6 meses.

Os resultados obtidos sdo promissores no desenvolvimento de formas farmacéuticas para

administragdo pulmonar de insulina.

O trabalho futuro sera focado no sentido de melhorar a estabilidade quimica a

temperatura ambiente.
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