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RESUMO

Esse trabalho teve com objetivo desenvolver microparticulas lipidicas
contendo quercetina com vistas a sua liberacdo pulmonar, para o
tratamento da asma. As microparticulas foram obtidas a partir de uma
mistura de trimiristato de glicerila e lecitina de soja (MTL), pela técnica
de difusdo do solvente a quente, ou a partir do behenato de glicerila, na
presenca (MBL) ou auséncia de lecitina (MB) de soja, pelo método de
homogeneizacdo a quente. A quercetina foi adicionada nas formulagdes
na propor¢do de 1:25 e 1:50 em relacdo a massa de lipidio. Valores de
EE e teor de fArmaco (mg/100mg) variaram de 29,35 a 99,80% e 0,52 a
3,84% (m/m), respectivamente. Particulas esféricas e de superficie
rugosas foram obtidas, conforme mostrado nas micrografias obtidas por
MEV. As microparticulas apresentaram porosidade entre 68,83 e
85,94%, baixos valores de densidade bruta e de compactacdo e
propriedades de fluidez varidveis entre boa e favordvel a toleravel,
conforme valor calculado de indice de Carr. As microparticulas foram
caracterizadas quanto ao diametro geométrico (MMGD) pela técnica de
difragdo a laser. Os valores de didmetro médio equivalente em volume
variaram de 6,67 a 8,43 um, 18,16 a 26,71 um e 23,11 a 34,30 um para
MTL, MB e MBL, respectivamente. Entretanto, valores de dsgo
(didmetro correspondente a 50% da distribuicdo acumulada) foram
menores variando de 5,59 a 6,84 um, 6,23 a 9,04 ume 17,53 a 25,62 um
para MTL, MB e MBL, respectivamente. A partir dos dados de
porosidade, densidade esquelética, MMGD, e dsoy, 0s valores de
diametro aerodindmico (MMAD) foram calculados e variaram entre 3 a
125 um, respectivamente. Com base nesses resultados, as
microparticulas de trimiristato de glicerila mostraram caracteristicas
mais aceitaveis para a administracdo pulmonar, enquanto aquelas
preparadas com behenato de glicerila contendo lecitina de soja
apresentaram valores de MMADsgy, adequados, indicando que somente
uma fracdo fina respirdvel das particulas é capaz de se depositar nas
regides mais profundas do pulmdo. As andlises por calorimetria
exploratéria diferencial e difracdo de raios-X das matérias-primas e das
microparticulas de trimiristato de glicerila e behenato de glicerila
evidenciaram a presenca dos polimorfos f e [, respectivamente,
indicando que a técnica de preparacdo ndo conduziu a alteragdes
polimérficas. Por espectroscopia Raman ainda foi possivel visualizar a
existéncia de interacdo entre o behenato de glicerila e a lecitina de soja,



uma vez que houve grande interferéncia na intensidade Raman devido
fluorescéncia da lecitina, fator ndo observado nas amostras com
trimiristato de glicerila contendo lecitina de soja. A quercetina foi
avaliada ainda quanto a sua estabilidade quimica frente ao processo de
preparacdo das microparticulas por espectroscopia no UV sendo
observado que este ndo interfere na integridade quimica do polifenol. O
perfil de liberacdo da quercetina a partir das microparticulas lipidicas foi
afetado pela composicdo das formulac@es, conforme evidenciado pela
analise da ANOVA dos valores de eficiéncia de dissolugdo. O conjunto
dos resultados mostrou que as microparticulas lipidicas apresentam
grande potencial para carrear a quercetina para os pulmdes.

Palavras-chave: Microparticulas lipidicas; Administragdo pulmonar;
Quercetina; Trimiristato de glicerila; e Behenato de glicerila.



ABSTRACT

Title: Development and characterization of quercetin-loaded lipid
microparticles for pulmonary drug delivery to treat asthma.

The aim of this study was to develop quercetin-loaded lipid-based
microparticles for pulmonary delivery. The microparticles were
prepared from a mixture of glyceryl trimyristate and soy lecithin (MTL),
by the hot solvent diffusion method, or from glyceryl behenate, in the
presence (MBL) or absence of soy lecithin (MB), by hot
homogenization method. Quercetin was added to the formulations in a
ratio of 1:25 or 1:50 (w/w), regarding the total lipid weight.
Encapsulation efficiency and drug content varied from 29.35 e 99.80%,
and from 0.52 e 3.84 % (w/w), respectively. Particles displaying
spherical shape and rough surface were obtained as it was visualized by
SEM. The microparticles displayed porosity values varying from 68.83
to 85.94%, low bulk and tapped densities, and good to favorable to
tolerable flowability, according to Carr’s index. The mean geometric
diameters (MMGD) of the particle and size distribution were evaluated
by laser diffraction. The mean equivalent volume diameter varied from
6.67 to 8.43 um, 18.16 to 26.71 um, and 23.11 to 34.30 um for MTL,
MB e MBL, respectively. On the other hand, dsq, values were lower
than dp 37 , and they varied from 5.59 to 6.84 um, from 6.23 to 9.04 um,
and 17.53 to 25.62 um for MTL, MB e MBL, respectively. The
aerodynamic diameter (MMAD) were estimated from the porosity,
squeletical density, MMGD, and dsq, values and they varied from 3 to
125 um, respectively. Considering the particle size results,
microparticles prepared from glyceryl trimyristate exhibited acceptable
properties for pulmonary administration. However, those prepared from
glyceryl behenate and soy lecithin displayed only MMADs, acceptable
values, indicating that barely a powder fraction is able to reach the
deeper lung regions. The analyses of the lipid-based microparticles and
the raw materials evidenced the presence of the § e B' polymorphs for
glyceryl trimyristate and glyceryl behenate, respectively, indicating that
no polymorphic transition occurred by using both microparticle
preparation techniques. By Raman spectroscopy was still possible to
observe the existence of interactions between the glyceryl behenato and
soy lecithin, since there was a significant interference in Raman
intensity due to fluorescence of the lecithin, a characteristic that was not



observed in samples prepared from glyceryl trimyristate and soy
lecithin. The chemical stability of quercetin during the preparation of the
microparticles was examined by UV spectroscopy, and it was
demonstrated the preparation method did not affect the chemical
integrity of this polyphenol. The quercetin release rate was affected by
the composition of the formulations, as indicated by the ANOVA
carried out using the dissolution efficiency values obtained from the
release profile. The results taken together demosntrated that lipid-based
microparticles displayed a great potential to carry quecertin into the
pulmonary tract.

Keywords: Lipid-based microparticles; Pulmonary drug delivery;
Quercetin; Glyceryl trimyristate; and Glyceryl behenate.
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PMACI - 12-miristato, 13-acetato forbol e ionoforo de célcico
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1.1 INTRODUGCAO

Torna-se cada vez mais evidente que somente o desenvolvimento
de novos farmacos ndo é suficiente para atender as necessidades
terapéuticas. As limitacdes inerentes as substancias ativas, como o
alcance de concentracdes plasmaticas insuficientes, altos indices de
flutuacdo plasmatica do farmaco, elevado metabolismo, rapida
eliminacdo pelos fluidos corporais, distribuicdo inadequada, elevada
toxicidade, baixa solubilidade aquosa (reduzindo a absorcdo intestinal
ou dificultando a preparacdo de formas farmacéuticas liquidas), entre
outras, tém restringido a introdugdo de novos medicamentos no mercado
farmacéutico mundial (MEHNERT; MADER, 2001).

Os sistemas de p0ds inalaveis sdo uma modalidade atrativa para o
tratamento de vérias desordens pulmonares, entre elas, a asma. Para
estas doencas, a vetorizacdo do farmaco no pulmdo € altamente
desejavel devido ao aprimoramento das concentra¢des efetivas no sitio
da patologia, bem com minima absor¢do sistémica e efeitos adversos.
Este sistema deve prover liberacdo sustentada, a fim de reduzir a
frequéncia de administracdo, elevando sua aceitabilidade e a adesdo do
paciente ao tratamento (YANG et al., 2009). A microencapsulacdo de
farmacos tem sido considerada uma importante estratégia para a
obtencdo de formas farmacéuticas de liberacdo prolongada. As
microparticulas lipidicas combinam vérias vantagens como a
possibilidade de controlar a liberacdo de farmacos, bem como carrea-
los, e promover a protecdo das moléculas encapsuladas contra
degradacdo (SANNA et al., 2004). Neste contexto, o uso das
microparticulas lipidicas para carrear moléculas com potencial atividade
antiasmatica, e proporcionar sua liberacdo de forma prolongada, tem se
mostrado uma estratégia promissora para o tratamento desta doenca.

Compostos naturais tém sido estudados no tratamento de varias
doengas, incluindo processos inflamatérios de varias causas, fornecendo
alivio dos sintomas comparaveis aqueles produzidos por farmacos
obtidos por rotas sintéticas. Varios flavonoides demonstraram potente
acdo anti-inflamatdria e antialérgica em modelos murinos de asma
(DAS, RAM & GHOSH, 2003; KO et al., 2004; WU et al., 2006). A
quercetina é o composto polifendlico mais abundante na subclasse dos
flavondis, encontrado em frutas, vegetais, plantas ou produtos
relacionados a estes. Apresenta a propriedade de formar quelatos sendo,
portanto, um potente agente antioxidante, combatendo espécies reativas
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de oxigénio. Este composto tem sido extensivamente estudado quanto
aos seus efeitos farmacologicos, tais como hepatoprotetor, anti-
inflamatdrio, antioxidante e antiasmatico (COMALADA et. al., 2005;
INAL; KAHRAMAN, 2000; LEE et. al., 2003; ROGERIO et al., 2009).

A biodisponibilidade e o metabolismo de flavonoides como a
quercetina é complexa. Quando ingerida por via oral, somente 36-53%
da quercetina é absorvida intestinalmente (WALLE; WALLE;
HALUSHKA, 2001). Durante a passagem da quercetina pelo epitélio
intestinal e pelo figado, esta é submetida a reacdes de metilacdo,
glicuronizagdo e sulfatagdo. A baixa solubilidade da quercetina em &gua
¢ um dos principais fatores responsaveis pela reducdo da
biodisponibilidade oral deste flavonoide. O polifenol ndo absorvido e
seus metabdlitos conjugados foram encontrados no ceco e no intestino
grosso de ratos tratados com esta molécula. A quercetina sofre elevada
metabolizacdo intestinal, extenso e rapido metabolismo de primeira
passagem, e é rapidamente eliminada. Isto tem explicado a razdo pela
qual esta tem demonstrado resposta inexpressiva in vivo, quando
comparado com os resultados verificados in vitro (BOERSMA et al.,
2002; CHEN et. al., 1997; GRAEFE; DERENDORF; VEIT, 1999 apud
GRAEFE et al., 2001; MANACH et. al., 1997; MANACH et. al., 1999;
RATNAM et al., 20086).

Estudos tém testado diferentes estratégias farmacotécnicas, com o
objetivo de melhorar a biodisponibilidade oral da quercetina e aproveitar
0 seu potencial terapéutico (DORA et al., 2011; ROGERIO et al., 2010;
LI et al., 2009). Recentemente, carreadores nanoestruturados lipidicos,
apresentando diferentes caracteristicas de tamanho, morfologia e
composicdo, contendo quercetina foram desenvolvidos por Dora e
colaboradores (2011). Em especial, Rogério e colaboradores (2010)
demonstraram que a quercetina quando incorporada em um sistema
lipidico de microemulsdo exibiu significativo efeito farmacolégico em
modelo de asma murino induzida pela ovoalbumina em camundongos.
Os camundongos foram tratados com quercetina livre, quercetina
microemulsionada nas concentragfes de 3 mg/kg e 10 mg/kg, e 1 mg/kg
de dexametasona por via oral. A quercetina microemulsionada
apresentou um efeito dose dependente, onde a dose de 10 mg/kg assim
como a dexametasona reduziram significantemente o recrutamento dos
eosindfilos (68 + 4% e 84 + 3%, respectivamente) no BALF. A
quercetina microemulsionada com dose de 10 mg/kg apresentou reducéo
nos niveis de IL-5 e IL-4 em 62 + 2% e 71 + 8%, respectivamente,
entretanto ndo foi observada variagdo na expressdo da CCL11, do
leucotrieno B, e do IFN-y. A quercetina microemulsionada foi capaz de
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reduzir a producdo de muco em 62 = 21%, inibir completamente a
ativacdo do p65 NF-kB e a superexpressio da P-selectina. Através da
analise do plasma de ratos tratados com quercetina microemulsionada e
quercetina livre observou-se a presenca de metabdlitos da quercetina
provenientes do plasma dos ratos tratados com a forma
microemulsionada. Aqueles tratados com o polifenol livre, por sua vez,
ndo apresentaram concentracdo detectavel do flavonoide no plasma. Os
resultados evidenciam que o carreador microemulsionado foi capaz de
aumentar a biodisponibilidade oral da quercetina, e que esta apresenta
um pronunciado efeito anti-inflamatdrio, e capacidade de reduzir a
producédo de muco.

Logo, em funcédo da baixa absorgdo intestinal da quercetina e de seu
rapido metabolismo sistémico, pode ser viavel sua administragdo por um
via alternativa a via oral. De acordo com as vantagens apresentadas pela
via de administragdo pulmonar, e a possibilidade da otimizacdo dos
efeitos anti-inflamatorios da quercetina pela administracéo desta no sitio
de acdo, a incorporagdo de quercetina em microparticulas para
administragdo pulmonar visando o tratamento da asma parece ser uma
estratégia plausivel, promissora e inédita.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Desenvolver  microesferas lipidicas contendo  quercetina
destinadas a administracdo pulmonar.

1.2.2 Objetivos especificos

e Preparar microparticulas lipidicas de quercetina, a partir do
trimiristato de glicerila, utilizando a técnica de difusdo de solvente a
quente, com as caracteristicas desejaveis de uma formulagéo destinada a
administragdo pulmonar.

e Preparar microparticulas lipidicas de quercetina, a partir do
behenato de glicerila, utilizando a técnica de homogeinizacdo a quente,
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com as caracteristicas desejaveis de uma formulacdo destinada a
administracdo pulmonar.

e Caracterizar as microparticulas quanto ao tamanho, morfologia,
porosidade, eficiéncia de encapsulacdo e teor de quercetina.

o Avaliar o efeito dos parametros de formulagéo sobre o didmetro
geométrico e didmetro aerodindmico das microparticulas.

o Caracterizar as microparticulas preparadas com e sem a adi¢éo
de quercetina quanto as propriedades cristalinas por difracdo de raios-X
e calorimetria exploratéria diferencial.

o Avaliar os perfis de liberacdo de quercetina in vitro a partir das
microparticulas, assim como a velocidade de liberacdo do polifenol.

e Comparar estatisticamente os resultados obtidos com as
diferentes formulacdes quanto ao teor, a eficiéncia de encapsulacédo e a
velocidade de liberacdo da quercetina.
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1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Aasma

1.3.1.1 Dados epidemioldgicos

A asma é uma doenca muito prevalente no mundo, e é a Unica
doenca crbnica tratdvel que teve seus indices aumentados a partir da
segunda metade do século XX no ocidente, sendo que isso é observado
em todas as classes sociais. A prevaléncia mundial varia entre 0,7% e
18,4% em Macau e na Escocia, respectivamente. Os paises com 0s
maiores indices de prevaléncia da asma sdo os constituintes do Reino
Unido, a Nova Zelandia, a Australia, o Canada e o Peru. O Brasil é o
14° pais no mundo com maior prevaléncia com 11,4% da populagdo
afetada, sendo a segunda maior da América Latina (GLOBAL
INITIATIVE OF ASTHMA, 2004).

[ =101% [l 7.6-10.0% [] 5.1-7.5% ] 2.5-5.0% [l 0-2.5% | No standardized data available

Figura 1. Mapa mundial da prevaléncia de asma.
(Fonte: DEVEREUX, 2006).

Segundo o DATASUS, em 2004, a asma representou a terceira
causa de hospitalizacdo pelo SUS em 2004 (excluidas aquelas
relacionadas a gravidez, puerpério e parto), sendo responsavel por
396.505 internacGes em todo o pais, 0 que equivale a um gasto de R$
120 milhGes de reais. A ocorréncia de Obitos por asma no Brasil € em
média de 2050 por ano (BRASIL, 2005).
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A taxa de asma aumenta quando as comunidades passam a adotar
um estilo de vida ocidentalizado e se tornam urbanizadas. Com o
aumento projetado da proporcdo da populagdo urbana de 45-59% em
2025, é previsto que ocorrera um aumento substancial do nimero de
pacientes com asma no mundo, estimando-se um incremento em mais de
100 milhdes de asmaticos (TELLES FILHO, 2009).

1.3.1.2 Patogénese da asma

A asma é caracterizada por sintomas temporarios e obstrucdo
variavel das vias respiratérias, podendo ocorrer espontaneamente ou em
resposta & exposicdo a um determinado agente (WARK; GIBSON,
2006). A asma bronquica pode ser definida como uma sindrome
caracterizada por obstrucdo “reversivel” recorrente do fluxo de ar nas
vias aéreas em resposta a estimulos que, por si s6, ndo sao nocivos e ndo
afetam os individuos ndo-asmaticos. Em geral a reversdo da obstrucdo
necessita de acompanhamento terapéutico. A asma pode ser aguda ou
cronica. Na forma crénica o individuo apresenta crises intermitentes de
dispnéia, sibilos e tosse. A dispnéia é causada pela retencdo de ar nos
alvéolos e bronquiolos, levando a dilatacdo dos mesmos. E a asma
aguda, por sua vez, ndo é facilmente revertida, pode ser fatal e exige
tratamento imediato e enérgico (RANG et al., 2004).

Inflamacdo persistente das vias aéreas, infiltracdo de células
inflamatdrias (particularmente eosinofilos), hipertrofia das células
musculares lisas e espessamento da lamina reticular sdo caracteristicas
da asma (Figura 2). A hiperplasia das células caliciformes e hipertrofia
epitelial acompanhada frequentemente de perda das células, contribuem
para o estreitamento do limen das vias aéreas. O aumento do volume
das células musculares acentua o estreitamento desta via ao passo que
promove a contracdo da arvore respiratoria. A producdo de muco, as
proteinas séricas, as células inflamatdrias e as células mortas podem
obstruir o limen, mas este evento € tipicamente observado em casos de
exacerbacdo severa da asma (SINGH; BUSSE, 2006). Este processo
complexo é acompanhado pela elevacdo dos niveis séricos de
imunoglobulina E (IgE), assim como producdo intrapulmonar de
interleucinas (IL), IL-4 e 1L-13, produzidas por células T-helper 2 (Th2)
especificas. A ativacdo de eosinofilos maduros da-se por intermédio da
IL-5, envolvida na diferenciacdo terminal e proliferacdo dos precursores
dos eosindfilos (ROGERIO et al., 2007).
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A fase imediata da asma alérgica ocorre de forma abrupta, sendo
causada principalmente por espasmos do musculo liso bronquico. A
interacdo do alérgeno com a IgE fixada aos mastdcitos induz a liberagédo
de varios mediadores como a histamina, os leucotrienos C, e D, € a
prostaglandina D,. Outros mediadores liberados incluem IL-4, IL-5, IL-
13, proteina inflamatéria dos macrofagos lo e o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a)) (RANG et al., 2004).

A fase tardia ocorre dentro de um periodo de tempo variavel apés
a exposicdo ao estimulo desencadeante. Constitui-se de uma reacao
inflamatdria progressiva, iniciada durante a fase imediata, sendo o
influxo de linfécitos Th2 de particular importancia, pois ndo ha
penetracdo somente das células inflamatorias habituais, mas também de
linfocitos e eosindfilos ativados, liberando leucotrienos, citocinas IL-3 e
IL-5, quimiocina IL-8, proteinas catibnicas dos eosindfilos, proteinas
bésicas principais e neurotoxina derivada dos eosindfilos (essas ultimas
provocaram a lesdo e perda do epitélio), podendo ainda ser liberados
adenosina (atuante sobre o receptor A;), o 6xido nitrico induzido e
neuropeptideos. Os fatores de crescimento liberados pelas células
inflamatorias atuam sobre as células musculares lisas, causando
hipertrofia e hiperplasia, sendo que o préprio musculo liso pode iniciar a
liberacdo de substancia pro-inflamatorias e fatores de crescimento
autécrinos. A perda do epitélio significa que os receptores de irritagdo e
as fibras C estdo mais acessiveis a estimulos irritantes; acredita-se que
isso constitua a principal base da hiperreatividade (RANG et al., 2004).

Vaso sangtineo dilatado
Submucosa { -~ g
e ¢ Eosinéfilo
. P / Epitéli
Mucosa J < --ERielo
E e e -
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Figura 2. Diagrama esquematico de um corte transversal de bronquiolo,
evidenciando as alteracdes que ocorrem na asma cronica.
(Fonte: RANG et al., 2004).
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1.3.2 Quercetina

1.3.2.1 Propriedades quimicas e fisico-quimicas

A quercetina (3,3°,4’,5,7-pentahidroxiflavona) (Figura 3) é um
flavonol (subclasse dos flavonoides) encontrada em uma ampla
variedade de plantas, alimentos e produtos derivados destes como sucos,
chés e vinhos. Este flavonoide apresenta vérias atividades bioldgicas,
tais como; antioxidante, antialérgica, anti-inflamatdria, antiplaquetéria,
antimicrobiana, antineurodegenerativa, antitumoral e antiviral.
(BISCHOFF, 2008; HARWOOD et al., 2007; INAL; KAHRAMAN,
2000).

OH 0
Figura 3. Estrutura quimica da quercetina.

As atividades farmacoldgicas dos flavonoides, como a quercetina,
estdo relacionadas ao elevado efeito antioxidante, o qual pode ser
atribuido a reducéo do anion superéxido e de radicais gerados durante a
peroxidacdo lipidica. Esta capacidade antioxidante esta, por sua vez,
relacionada com a estrutura quimica desses compostos. A por¢do o-
dihidroxi, também conhecida como estrutura catecol, situada no anel B é
responsavel pela doagdo de prétons e também pela quelagdo de ions
metalicos. A dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 combinada com a
funclo cetona em C4 e hidroxila em C3, localizados no anel C, é
responsavel pela formacdo de uma estrutura p-quindica, tornando
possivel o deslocamento de elétrons e a estabilizacdo do radical formado
(BUCHNER et al., 2006).

A quercetina solubilizada em meio aquoso apresenta capacidade
antioxidante aproximadamente 8 vezes maior do que quando
solubilizada em uma fase oleosa (USAMI et al., 2004), porém sua
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solubilidade aquosa a 20 °C ¢ inferior a 0,01 g/L (CHEBIL et al., 2007).
Estudos indicam que a quercetina apresenta um comportamento
anfifilico devido a presenca de uma porc¢éo hidrofobica, formada pelos
anéis fendlicos, e por outra porcdo polar, constituida pelos grupos
hidroxila (CODORNIU-HERNANDEZ et al., 2003).

Em virtude de sua estrutura quimica, a quercetina demonstra uma
pronunciada instabilidade quimica. A quercetina sofre auto-oxidacdo em
solucbes organicas e aquosas apresentando pH superior a 8,0. O
fendmeno de auto-oxidacdo é altamente dependente do pH e do meio,
assim como da presenca de oxidantes. Em pH inferior a 5,0 a quercetina
encontra-se na forma neutra ou com carga elétrica positiva. Acima de
pH 4,0, a0 menos duas espécies idnicas estdo presentes na solugéo
aquosa, uma vez que ocorre a dissociacdo dos grupos hidroxila. A
dissociacdo promove a auto-oxidacdo da quercetina. A ordem
preferencial da desprotonacdo dos grupos hidroxila é: 5-OH, 3-OH, 3°-
OH, 7-OH e 4’-OH. Sendo assim, as hidroxilas encontradas nos
carbonos 5 e 3 sdo desprotonadas em pH abaixo dos encontrados
fisiologicamente, indicando que somente as hidroxilas de outras
posi¢des podem ser desprotonadas em pH fisiologico (MOMIC et al.,
2007).

As propriedades fisico-quimicas da quercetina podem variar entre
diferentes lotes do polifenol, uma vez que este pode ser encontrado em
formas polimorficas diversas. Borghetti e colaboradores (2006)
observaram a presenca de trés formas polimorficas ao analisar quatros
amostras distintas de quercetina disponiveis comercialmente,
apresentando formas distintas de cristais, e diferentes perfis de difracdo
de raios-X, evidenciando divergéncia na forma cristalina entre as
amostras deste flavonoide, que se reflete na variacdo da solubilidade em
agua das amostras de quercetina. A transformacao polimérfica pode ser
mediada por solventes, por estresse mecénico, ou pela temperatura, e
afeta grandemente as caracteristicas de morfologia, solubilidade,
estabilidade, e consequentemente, a biodisponibilidade (CESUR;
GOKBEL, 2008; SRINIVAS et al., 2010).

1.3.2.2 Propriedades farmacocinéticas

A maior limitacdo do uso da quercetina por via oral reside na
baixa biodisponibilidade deste flavonoide. Majoritariamente a
quercetina esté presente nas plantas na forma glicosidica, ou seja, ligada
covalente a uma molécula de agUcar (tal como a glicose, ramnose ou
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rutinose) por meio de uma ligagdo B-glicosidica. A caracteristica que
distingue uma forma glicosidica da outra é o tipo de grupamento
glicosil, por exemplo, a isoquercetina tem uma molécula de glicose
ligada na posicdo 3-OH, enquanto a rutina, encontrada em elevadas
concentracdes em frutas citricas, possui uma molécula de rutinose ligada
a posicdo 4 (GRAEFE; DARENDORF; VEIT, 1999; GRAEFE et al.,
2001; HOLLMAN et al., 1995). A ligacdo da quercetina com uma
molécula de agucar afeta a sua solubilidade e absorcdo. Geralmente, a
presenca do grupamento glicosil resulta em um aumento da sua
solubilidade aquosa quando comparado a forma aglicona. Entretanto, a
ligacdo B-glicosidica é resistente a hidrdlise pelas enzimas pancreaticas,
oferecendo uma barreira no processo de absor¢do intestinal
(HOLLMAN et al., 1997).

Os primeiros estudos da quercetina em humanos sugeriram uma
biodisponibilidade muito baixa ap6s uma UGnica dose oral
(aproximadamente 2%) (GUGLER; LESCHIK; DENGLER, 1975). Em
ratos, a aglicona da quercetina é parcialmente absorvida no estdmago;
enquanto, os glicosideos da quercetina, isoquercetrina e rutina, ndo sdo
(CRESPY et al., 2002). A quercetina é considerada lipofilica, entéo,
presumidamente, deveria atravessar as membranas dos enterocitos via
difusdo simples. Na teoria, esta deveria resultar em uma melhor
absorcdo que as formas glicosidicas que alcancam o intestino
(NEMETH; PISKULA, 2007).

A ligagdo glicosidica ¢ hidrolisada pela enzima [-glicosidase,
encontrada no figado, nos rins, e no intestino. Esta enzima possui alta
afinidade por glicosideos de flavonoides e isoflavonoides quando a
glicose esta ligada as posi¢oes 7 ou 4’ (DAY et al., 1998). No entanto,
varias bactérias da flora intestinal sdo capazes de hidrolisar 0s
glicosideos de quercetina e cliva-la em 4&cidos fendlicos
(BOKKENHEUSER et al., 1987 apud GRAEFE et al., 2001; KIM et al.,
1998; SCHNEIDER et al., 1999; SCHNEIDER; BLAUT, 2000).

A quercetina e suas formas glicosiladas sdo extensivamente
metabolizadas por hidrdlise enziméatica, acdo microbiana e reacdes de
conjugacdo. A quercetina é metabolizada na forma de glicoronideo e
sulfato no intestino delgado, biotransformada em quercetina O-metilada
e quercetina glicoronizada O-metilada no figado e, ainda, outros
produtos de degradagdo sdo formados, como o hidroxifenilacetato, no
intestino grosso, por acdo da microflora col6nica (SPENCER et al.,
2003). Boersma e colaboradores (2002) demonstraram que 0
microssoma do intestino delgado humano pode glicoronizar a quercetina
nas posicdes -3-, -7-, -4’- e -3’-, indicando que a quercetina pode ser
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completamente conjugada nas células do intestino delgado. Em doses
elevadas a quercetina pode saturar as enzimas de conjugacdo,
alcancando a circulacdo porta hepatica na forma ndo conjugada, livre.

A glicoronizacdo hepética caracteriza o processo de inativacdo
para excrecdo do xenobionte. A quercetina glicoronizada pode ser
posteriormente excretada diretamente pelos rins ou ser metabolizada no
figado. O metabolismo hepatico é altamente dependente de enzimas
como a catecol-O-metil transferase (COMT), a uridina-difosfato
glicoronosil trasferase (UGT), e a sulfotransferase (ST) (AKSOY;
KLENER; WEINSHILBOUM, 1993; COUGHTRIE et al., 1998; KING
et al., 2000). A excre¢do biliar dos componentes glicoronizados ocorre
com frequéncia, e as bactérias presentes no cdlon sdo capazes de
hidrolisar estes conjugados, habilitando a reabsor¢do do farmaco na
forma de aglicona, caracterizando ciclo entero-hepatico (DONAVAN et
al., 2001). A estrutura quimica dos principais metabdlitos da quercetina
pode ser visualizada na figura 4.

Quercetina 4'-0-metil-quercetina 3'-0-metil-quercetina

Quercetina glicoronizada Quercetina-O-quinona 2'-glutationil-quercetina

Figura 4. Principais metabolitos da quercetina.
(Fonte: DONAVAN et al., 2001).

Poucos estudos tém sido conduzidos quanto a distribuicdo
tecidual da quercetina apds administracéo oral, e nenhum estudo avaliou
a distribuicdo em humanos. Em ratos, a quercetina e seus metabolitos
sdo amplamente distribuidos nos tecidos, com maior concentrago nos
pulm@es, e menores no cérebro, tecido adiposo e no baco (de BOER et
al., 2005). Em porcos, os figado, os rins, e o intestino delgado contém
maiores concentracdes deste polifenol, porém o cérebro, o coracéo, e o
baco possuem menores concentracGes (BIEGER et al., 2008; de BOER
et al., 2005). Existem, também, evidéncias de que a quercetina pode se
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acumular no sistema nervoso central, com maiores niveis alcancados
com repetidas doses durante oito dias (PAULKE et al., 2008).

A administracdo oral da quercetina, aglicona, marcada com *C
na posicao 4, em pacientes saudaveis demonstrou taxa de absorcédo entre
36 e 53%, tempo de meia-vida de 20 a 72 horas. A principal rota de
eliminacdo da quercetina (23-81%) foi com a exalacdo de dioxido de
carbono, uma vez que a eliminacdo urinaria e fecal, juntas, foi inferior a
10% (WALLE; WALLE; HALUSHKA, 2001).

1.3.2.3 Quercetina como perspectiva no tratamento da asma

A asma alérgica € uma desordem inflamatéria complexa
caracterizada pela hiperresponsividade das vias aéreas, inflamacéao
eosinofilica e hipersecre¢do de muco pelas células caliciformes. Esta é
acompanhada por altos niveis de IgE, assim como pela producédo
intrapulmonar de IL-4, IL-5, e IL-13 pelas células alérgeno especificas
Th2 (ROGERIO et al., 2007). Compostos capazes de inibir a infiltragio
de eosinofilos sdo de grande interesse no tratamento de pacientes com
desordens atdpicas alérgicas, sindromes hipereosinofilicas e outras
desordens relacionadas aos eosinofilos. Entre eles, varios metabdlitos
secundarios de plantas demonstram interferir diretamente com
moléculas e mecanismos, tais como mediadores da resposta inflamatéria
e da producédo/atividade de mensageiros secundarios, bem como a
expressdo de fatores de transcricdo e de moléculas pro-inflamatérias
chaves. Vaérios flavonoides tém exibido potente acdo anti-inflamatdria e
antialérgica em modelos murinos de asma. Particularmente, a quercetina
tem demonstrado capacidade de induz significativa expressao génica e
produgdo de interferon y (IFN-y), derivada de células Thl, bem como
regulacdo da producdo de IL-4 derivada de Th2 por células
mononucleares sanguineas periféricas (NAIR et al., 2002). Em modelo
de cobaia a quercetina também preveniu a obstrucdo bronquial induzida
pelo fator de ativagdo de plaquetas e por alérgenos (DORSCH et al.,
1992). Possui acdo anti-histaminica, diminui a relagdo entre triptase,
proteina quiostatica de monaocitos 1 e IL-6, além de regular os niveis de
histidina RNAm descarboxilase dos mastdcitos humanos. Esta ainda
apresenta potente fator inibitério na formacdo de leucotrieno B, em
leucdcitos, supressdo da produgdo de TNFa e oOxido nitrico nos
macrofagos e mastdcitos. Sendo assim, a quercetina tem a capacidade de
reduzir processos inflamatérios agudos, crénicos e sub-clinicos (MIN et
al., 2007; ROGERIO et al., 2007; BISCHOFF, 2008).
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Inflamagdes alérgicas mediadas por mastdcitos estdo envolvidas
em muitas doencas como a asma, sinusite e artrite reumatoide. Os
mastdcitos induzem a producdo de citocinas pro-inflamatorias e
quimiostaticas, como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, as
interleucinas 1B, IL-6, IL-8, IL-4, IL-13 e fator de crescimento . A
ativacdo dos mastécitos por citocinas pré-inflamatérias é um evento
significante no processo inflamatdrio, pois estas células contem potentes
mediadores como a histamina, heparina, proteinases, leucotrienos e
citocinas multifuncionais. Em linhagem de mastdcitos humanos HCM-1
estimulados pelo 12-miristato, 13-acetato de forbol e ionoforo célcico
(PMACI), a quercetina provocou a reducdo da expressdo génica e a
producgdo do fator de necrose tumoral TNF-a, das IL-1B, IL-6 e IL-8,
além de proporcionar a ativagdo do NF-xB e da proteina quinase p38
ativada por mitégeno (p38 MAPK), induzida pelo PMACI (MIN et al.,
2007).

Rogério e colaboradores (2007) investigaram o efeito anti-
inflamatério da quercetina e da quercetrina em um modelo de asma
murino, apos imunizacdo e desafio dos animais com ovoalbumina. Neste
estudo, os autores evidenciaram a reducdo do namero de eosinéfilos no
fluido broncoalveolar, sangue e parénquima pulmonar, apés a
administracdo oral de quercetina e isoquercetrina, na dose de 10 e 15
mg/kg, respectivamente. Entretanto, somente a isoquercetrina foi capaz
de reduzir os niveis de IL-5 no homogenato dos pulmdes, mas nenhum
dos dois compostos reduziu os niveis de IL-5 no lavado do fluido
broncoalveolar (BALF, do inglés bronchoalveolar lavage fluid). Este
efeito foi entdo atribuido a propriedade inibitdria de outros mediadores
inflamatdrios, visto que a quercetina regula a rota do NF-xB.

Em um estudo mais recente, Rogério e colaboradores (2010)
mostraram que a quercetina administrada na forma de uma
microemulsdo, por via oral, na dose de 10 mg/kg diminuiu ndo somente
0 recrutamento de eosindfilos, mas também os niveis de IL-4 e IL-5 no
BALF dos animais imunizados com ovoalbumina de modo comparavel
a dexametasona, administrada oralmente na dose de 1 mg/kg. A
quercetina microemulsionada também provocou a reducdo significativa
da producdo de muco, a reducédo da ativagdo da subunidade p65 do NF-
kB e da expressdo de P-selectina. Esses resultados foram associados ao
aumento da biodisponibilidade oral da quercetina apds incorporacdo em
um nanocarreador lipidico microemulsionado.

Para avaliar o efeito antialérgico da quercetina na resposta imune
Th1/Th2, Park e colaboradores (2009) determinaram como a quercetina
regula a producdo de citocinas das células Th1/Th2 através da expressdo
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génica do T-bet e GATA-3, em modelo murino de asma induzida por
ovoalbumina. O recrutamento dos linfdcitos para o sitio inflamatério é
tido como um evento critico no desenvolvimento e persisténcia da
inflamacéo nas vias aéreas. As células inflamatérias devem atravessar a
membrana basal e se deslocar pelo tecido conectivo até que finalmente
alcancem os sitios inflamatérios, e necessite do envolvimento de
moléculas de adesdo, citocinas, quimiocinas, e enzimas como as
metrizes metaloproteinases. Neste estudo os autores mostraram que a
quercetina reduziu a infiltracdo eosinofilica, a atividade da eosinéfilo-
peroxidase, 0 espessamento da parede brénquica e da &rea do musculo
liso nos animais imunizados com ovoalbumina através da reducdo dos
niveis de MMP-9. A quercetina ainda reduziu os niveis GATA-3 no
tecido pulmonar, e aumentou a transcrigdo do fator T-bet, reduzindo a
diferenciacdo dos linfocitos imaturos em Th2 e induzindo a
diferenciagdo em Thl, respectivamente. Portanto, Park e colaboradores
(2009) concluiram que a quercetina reduz a inflamacéo alérgica nas vias
respiratorias e a hiperresponsividade devido alteracdo da polarizacéo
Th1/Th2 e do controle do espessamento da musculatura lisa bronquica.

1.3.3 Via de administracéo pulmonar

1.3.3.1 Anatomia e fisiologia do trato respiratorio

A liberacdo pulmonar é principalmente utilizada para tratar
localmente condicbes patologicas das vias respiratérias, liberando o
farmaco diretamente no sitio de acéo. A liberacdo de broncodilatadores,
anti-inflamatorios e outros farmacos que agem nos pulmdes reduz a dose
necessaria para produzir efeito farmacol6gico, a0 mesmo tempo que
reduz a concentracdo sistémica dos mesmos, e consequentemente, 0s
efeitos colaterais indesejaveis. O trato respiratorio inicia no nariz e
termina na regido mais profunda dos pulmdes, o saco alveolar
(TAYLOR; KELLAWAY, 2001). As principais fun¢Bes do sistema
respiratorio sdo a realizagdo da troca gasosa, captacdo de oxigénio para
posterior distribuicdo as células e elimina¢do do diéxido de carbono
produzido pelas mesmas, além de auxiliar na regulacéo do pH sanguineo
e, através da cavidade nasal filtrar, aquecee e umedecer o ar inspirado
(TORTORA; GRABOWSKI, 2006).

O trato respiratorio abrange a regido de conducdo e a regido
respiratoria. A regido de conducdo inclui o nariz, a nasofaringe, a
laringe, a traqueia, os brbénquios, os bronquiolos, e estas estruturas
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conduzem o ar para O interior e exterior da regido respiratoria,
bronquiolos terminais, bronquiolos respiratérios e, ductos e sacos
alveolares, para a troca de gases. A arquitetura basica da regido
tragueobronquial é predominantemente uma série simétrica de ramos
dicotdmicos. Cada ramificacdo da arvore traqueobronquial leva a uma
nova “geracdo” da via aérea, por exemplo, a traqueia (geragdo 0) se
bifurca em dois brénquios principais (geracdo 1), e entdo seguindo a
ramificacdo sequiencial, no brénquio lobar (geracdo 2), e assim
sucessivamente. Os bronquiolos terminais marcam o limite da regido
traqueobronquial, onde se encontra a regido alveolar (geragdo 17 a 23).
A progressdo da traqueia até as extremidades da arvore traqueobronquial
é caracterizada pela redugdo do didmetro e do comprimento dos tubulos
de cada ramificacdo, mas 0 aumento geométrico do nimero da via aérea
resulta no aumento draméatico da area superficial (TAYLOR,;
KELLAWAY, 2001). A area superficial dos pulmfes humanos é
estimada em aproximadamente 75 — 140 m® em adultos. O epitélio
pseudoestratificado que constitui a barreira de absorcdo da corrente
sanguinea é muito diferente na via aérea e nos alvéolos do pulmdo. As
vias aéreas sao compostas de epitélio colunar que gradualmente se torna
mais delgado, com um epitélio brénquico de 3 — 5 mm e epitélio
bronquiolar de 0,5 — 1 mm de espessura. Na regido traquebronquial o
epitélio é protegido por uma camada de muco. Quaisquer particulas
depositadas nesta area sdo transportadas para fora dos pulmdes pela
eliminacdo mucociliar, ou difusdo pela camada de muco até atingir as
células epiteliais. Em contraste, os alvéolos possuem uma fina e Unica
camada celular (YANG; PETERS; WILLIAMS 11, 2008).

A regido respiratdria inclui estruturas que participam da troca de
gases e, portanto, incluem os bronquiolos respiratérios e 0s sacos
alveolares. Os bronquiolos respiratdrios se conectam aos ductos
alveolares que conduzem o ar até os sacos alveolares. Estes contém
aproximadamente de 2 a 6 x10® alvéolos, apresentando uma &rea
superficial elevada. Os sacos alveolares se encontram em uma regiao
abundante de capilares, e a distancia do ar no limen do alvéolo e o fluxo
sanguineo dos capilares é menor que 400 nm. Devido a grande
quantidade de capilares presentes e a extensa area superficial, a via
respiratoria apresenta propriedades interessantes para a administracdo
sistémica de farmacos (AULTON, 2005; GREENE; HARRIS, 2008;
YANG; PETERS; WILLIAMS Il1, 2008).
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1.3.3.2 Fatores que afetam a eficacia de pos inalaveis

Uma vez que o pulmdo possui uma menor capacidade de
toleréncia de excipientes que outras vias de administracdo, limita-se a
possibilidade de excipiente possiveis de aprimorar a administracdo. Uma
variavel adicional, Unica a via pulmonar, é o paciente, tanto quanto ao
modo de inalagdo, anatomia do trato respiratério e fisiologia. Existem
vérias formas de se administrar um aerossol, e a variabilidade na dose
liberada em um individuo ou a uma populacdo de pacientes pode ser
substancial. Consequentemente, efeitos terapéuticos reproduziveis séo
dificeis de assegurar. O tratamento de doencas respiratérias com
inaladores requer a liberacdo de farmaco suficiente nos pulmdes para
efetuar uma resposta terapéutica. Para eficécia 6tima, a administracéo de
farmacos deve ser precisa, reprodutivel e conveniente. Este objetivo
pode ser alcancado pela combinacdo de formulacdo, dosagem e
estratégias de inalagdo. Aspectos clinicos e técnicos da selecdo do
sistema de liberagdo devem ser extensivamente avaliado (TELKO;
HICKEY, 2005). Logo, a deposicdo de um farmaco ou aerossol nas vias
respiratorias depende de quatro fatores: as propriedades fisico-quimicas
do farmaco, a formulacéo, o dispositivo de cedéncia ou de liberagéo, e 0
paciente (padrdes de respiracdo e estado clinico) (AULTON et al.,
2005).

1.3.3.2.1 Deposicao de particulas no trato respiratorio

Aerossdis inalaveis sdo comumente utilizados para a
administracdo de farmacos nos pulmdes. A via de administracdo
pulmonar apresenta mdltiplas vantagens: € uma via ndo invasiva, de
elevada area superficial e farmacos podem ser administrados para
exercer efeito local ou sisttmico. Adicionalmente, as enzimas
metabolizadoras de farmacos estdo em concentragdo muito inferior nos
pulmBes que no trato gastrointestinal e no figado, entdo moléculas
inaladas que alcangam a circulagéo sistémica sd0 menos susceptiveis a
degradagdo que se tivessem sido liberadas oralmente. FA&rmacos com
baixa biodisponibilidade oral ou efeitos pds-prandiais sobre a
biodisponiblidade podem, potencialmente, ser administrados com maior
estabilidade e eficiéncia pela via pulmonar (PATTON; BYRON, 2007).

O sitio, a extensdo e a eficicia de deposicdo da particula apds
inalacdo é influenciada primeiramente por trés fatores: (a) tamanho de
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particula (diametro), densidade, propriedades de superficie, e forma das
particulas; (b) anatomia da via aérea superior e inferior e a estrutura
alveolar; (c) pardmetros de ventilagdo como o impacto sobre a deposi¢do
das particulas sdo o padrdo de respiracdo (incluindo modo de prender a
respiracdo, e presenca de limitacdo no fluxo de expiragdo), taxa de
fluxo, e volume tidal, determinando a velocidade de fluxo do ar e o
tempo de residéncia no trato respiratério (YANG; PETERS;
WILLIAMS I11, 2008).

Uma das propriedades fisico-quimicas fundamentais de um
aerossol para inalacdo é o tamanho de particula. Esse tamanho €
padronizado para o calculo de seu diametro aerodindmico médio
massico, 0 qual € o diametro fisico de uma esfera de densidade unitéria,
que sedimenta no ar com uma velocidade igual a particula sob anélise
(AULTON et al., 2005). Sendo assim, depende fortemente da forma,
densidade e didmetro geométrico da particula (YANG; PETERS;
WILLIAMS 11, 2008). O diametro aerodindmico é a medida mais
apropriada para tamanho de particula de aerossol, pois relata o
comportamento dindmico da particula e descreve o principal mecanismo
de deposicdo (TELKO; HICKEY, 2005).

Existem trés principais mecanismos de deposicdo das particulas
no trato respiratorio, os quais sdo dependentes do tamanho das particulas
inaladas (Figura 5). A impactacdo ocorre principalmente nas regies de
bifurcacdo, ou proximo a estas, onde a velocidade de fluxo é maior e
onde existe uma rapida alteracdo na direcdo do fluxo de ar, gerando
forcas inerciais consideraveis. Este mecanismo de deposi¢cédo ocorre com
particulas que possuem didmetro aerodindmico médio massico
(MMAD) maior que 5 um, durante a passagem das mesmas através da
orofaringe e vias condutoras mais largas. A probabilidade de ocorréncia
da impactacdo é dependente, também, do aumento da velocidade do ar,
da taxa de respiracdo, e da densidade das particulas. A sedimentacdo
pela acdo da gravidade é outro importante mecanismo de deposicao, e
ocorre com particula de didmetro aerodinamico entre 0,5 ¢ 5 um, nas
vias aéreas de menor conducdo, onde a velocidade do ar € menor. A
sedimentacdo gravitacional aumenta com o aumento do tamanho da
particula e com o prolongamento do tempo de residéncia da particula,
mas € reduzida com o aumento da frequéncia respiratoria. Particulas
Submicrométricas, especialmente aquelas menores de 0,5 pm, adquirem
um movimento randémico causado pelo impacto das moléculas de ar
préximas a particula. Este movimento Browniano pode resultar na
deposicdo da particula por difusdo, especialmente, nas vias aéreas
inferiores e nos alvéolos, onde o fluxo de ar é muito baixo, logo estas
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estas podem ndo se depositar completamente ou se depositar muito
lentamente. (PILCER; AMIGHI, 2010; YANG; PETERS; WILLIAMS
111, 2008). Portanto para administracdo efetiva algumas propriedades
fisicas das particulas sdo cruciais.
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Figura 5. Fatores que determinam a deposicéo de particulas inaladas.
(Fonte: adaptado de PATTON; BYRON, 2007).

De modo geral, particulas devem apresentar diametro
aerodindmico médio massico entre 1 e 5 um para que as particulas
apresentem efeito local, e ainda se faz necessario evitar a fagocitose
pelos macréfagos alveolares, assim o tamanho de 1 — 5 um é também
desejavel para esta finalidade (TABATA; IKADA, 1988; COATES;
O’CALAGHAN, 2006)

A figura 6 demonstra a dependéncia do didmetro aerodindmico
das particulas para com o local onde estas se depositardo, enquanto a
figura 5 representa as divisdes do trato respiratdrio e o tipo de deposicao
mais provavel de ocorrer.
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Figura 6. Relacdo entre o tamanho de particula e a porcentagem de

deposi¢do no trato respiratorio.
(Fonte: adaptado de PATTON; BYRON, 2007).

1.3.3.2.2 Propriedades fisicas das particulas

Os sistemas de liberagdo de farmacos pulmonares tendem a alta
coesdo e adesdo entre as moléculas, resultando em uma diminuicdo da
performance de aerossolizacdo devido deposicdo no trato respiratorio
(SMITH; PARRY-BILLINGS, 2003). Cerca de dois ter¢os da adesao
entre particulas decorre de forcas de friccdo (relacionadas a area total da
superficie) e um terco é proporcional ao formato do pé (decorrente da
area projetada) (TANG; CHAN; RAPER, 2004). A forca necessaria para
a aerossolizacdo de carreadores aderidos sera diretamente proporcional a
soma da energia da superficie contigua, e inversamente proporcional a
area de contato projetada. Devido pequeno tamanho, aumento da area de
superficie, e outras caracteristicas fisico-quimicas como grau de
cristalinidade, presenca de umidade e carga elétrica, as particulas
geralmente  apresentam  efeitos  coesivos  que  diminuem
significativamente a capacidade de fluxo e dispersdo no meio pulmonar
(BEGAT et al., 2005; CHEW et al., 2005).

A superficie das particulas € um importante elemento nas
interacdes das particulas, estabilidade, e capacidade de dispersdo. Uma
vez que as pariculas sdo pequenas, a area superficial total do pé é muito
grande. Uma elevada &rea superficial proporciona as particulas um alto
potencial para apresentacdo de cargas e captura de umidade, além de o
tamanho das particulas torna-las mais susceptivel a influéncia das forcas
de van der Waals (TELKO; HICKEY, 2008).
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As particulas estdo sujeitas a forcas que aumentam a interacédo
particula-particula e a interacdo particula-superficie. Existem quatro
forcas majoritarias de interacdo entre particulas: impedimento mecanico
devido as propriedades superficiais; forcas capilares da presenca de
agua; interacdo eletrostatica devido a natureza do material; e forcas de
van der Waals de natureza eletromagnética do material (Figura 7)
(TELKO; HICKEY, 2005; HICKEY et al., 2007).

Quatro pontos de

Superficie de Interagdes contato superficial

contato préxima eletrostaticas

>

-2
Presencade Obstrugédo F°T‘°s Impurezasdo Intera;.bes
capilares especificas

superficieamorfa mecénica lipidios {4cido/base)

Particulas Carreadoras

Figura 7. Variedade de interacfes particula-superficie (Fonte: adaptado
de HICKEY etal., 2007).

O impedimento mecanico devido as caracteristicas superficiais ou
a rugosidade € um mecanismo predominante que previne a dispersao das
particulas. Esta forca é relacionada ao didmetro dos poros entre
particulas e a tensdo interfacial devido as pontes de hidrogénio da agua.
As forcas capilares provem da condensacdo de moléculas de agua na
superficie da particula. Se a quantidade de agua for suficiente, pode ser
formado um menisco entre os pontos de contato de superficies
adjacentes. De fato, com o aumento da umidade relativa, uma
monocamada de moléculas de agua se forma sobre a superficie de
particulas sélidas cristalinas. Tem sido reconhecido que a condensacdo
de &4gua na superficie de farmacos efou carreadores aumente
acentuadamente a magnitude das forgas coesivas (entre particulas) e
adesivas (entre farmaco e particula carreadora). FArmacos higroscopicos
apresentam um grande risco de instabilidade fisica e quimica. A
incorporacéo ou perda de agua devido a variagBes de umidade relativa
podem resultar na dissolucdo local e recristalizagdo, levando a
aglomerago irreversivel formando pontes solidas, que podem afetar a
deposicdo das particulas no pulmao (PRICE et al., 2002; HICKEY et al.,
2007; PILCER; AMIGHI, 2010). A éarea superficial de uma particula
pode ser afetada pelo tamanho desta, pelo formato e também pela
morfologia da superficie. A rugosidade de uma particula pode alterar a
area de contato entre as superficies contiguas, €, portanto, pode alterar a
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forca total de van der Waals e a tendéncia para carga superficial ou ao
grau de condensacéo de agua (PILCER; AMIGHI, 2010).

A area superficial ndo é a unicamente determinada pelo tamanho
e forma da particula, a morfologia da superficie também contribui para a
area superficial. Particulas rugosas possuem maior area de superficie
que particulas lisas que ocupam o mesmo volume (TELKO; HICKEY,
2008). Chew e colaboradores (2005) demonstraram uma relacéo
quantitativa entre o grau de rugosidade da superficie das particulas e a
fracdo fina dos pds, e observaram que a rugosidade aprimora a
dispersibilidade dos p6s até certo ponto, quando inicia a inducdo a
coesdo entre as particulas. A rugosidade superficial pode diminuir a
interacdo particula-particula uma vez que a textura aspera da superficie
proporciona menor contato entre as particulas, aumentando efetivamente
a distancia interparticular, e consequentemente, reduz a forga de van der
Walls. A real area de contato ser& determinada pela deformacéo elastica
e/ou plastica que varia diferentemente, dependendo da rugosidade da
superficie e do tamanho dos poros da particula.

1.3.3.2.3 Fatores fisioldgicos e patoldgicos que afetam a eficacia dos
pos inalaveis

O pulméo, também, apresenta eficientes mecanismos para
remocdo das particulas depositadas, podendo ocorrer em questdo de
minutos a horas. No trato respiratério superior, o epitélio ciliado é
responsavel pelo movimento mucociliar, pelo qual particulas sdo
removidas das vias aéreas em direcdo a boca. Nas areas mais profundas
do pulmao, os macrdfagos alveolares sdo capazes de fagocitar particulas
logo apos sua deposicdo. Uma terapia com liberacdo retardada eficaz,
portanto, requer uma estratégia que evite ou iniba este mecanismo de
eliminagdo pulmonar (EDWARDS et al., 1997). O grau de captura por
macréfagos esta diretamente relacionado com as condigdes patoldgicas,
ou seja, o estado de ativacdo dos macrofagos. Um aumento da
fagocitose de particulas tem sido observado com pacientes com asma
branda. As caracteristicas das microparticulas podem modificar a
captura destas. Como a fagocitose necessita resisténcia fisica, particulas
rigidas sdo mais facilmente fagocitadas que aquelas mais maleaveis. Foi
demonstrado que a fagocitose depende do tamanho da particula. A
captura de particulas foi reduzida quando o didmetro geométrico das
particulas ¢ inferior a 1 pm (TABATA; IKADA, 1988) ou superior a 5
um (EDWARDS et al., 1997).
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Edwards e colaboradores (1997) demonstraram em estudos in
vivo, a significante reducdo da fagocitose de particulas poliméricas
porosas de didmetro geométrico proximo a 8 pm e didmetro
aerodindmico de 2 a 3 um, quando comparadas com particulas
poliméricas ndo-porosas inaladas com diametro geométrico inferior a 5
um e didmetro aerodindmico de 2 a 3 um, evidenciando que a fagocitose
tem relagcdo com o didmetro geométrico das particulas e ndo com o
diametro aerodindmicos destas (CHAMPION; MITRAGOTRI, 2006).
Ainda, estudos in vitro demonstram que o recobrimento das particulas
pelo surfactante 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) reduz a captura
das particulas por macréfagos murinos em mais de 50% (EVORA et al.,
1998). Porém o recobrimento com a proteina surfactante A (SpA)
demonstrou um moderado aumento no grau de fagocitose, uma vez que
algumas destas proteinas sdo membros da familia das colectinas
(colageno-lectinas), que agem como opsoninas (GEISER, 2010).

Por outro lado, doengas como a asma modificam a arquitetura do
trato respiratorio devido & broncoconstri¢do e aos processos decorrentes
da inflamagdo, provocando alteracfes nos angulos de bifurcacdo e
obstrugdo das vias aéreas em funcdo do acimulo de muco, modificando,
assim, o perfil de deposicdo e distribuicdo dos aerossois. Uma reducéo
da luz do pulmao causada pela obstrucdo aumenta a velocidade do ar e a
turbuléncia nas regides onde o fluxo normalmente é laminar. A
obstrucdo das vias aéreas desvia 0 ar inspirado para areas nao
obstruidas, fazendo com que pouco farmaco seja depositado nas areas
obstruidas, reduzindo a eficiéncia terapéutica do medicamento. Em um
pulméo obstruido, o farmaco aerosolizado tende a se depositar mais
centralmente no sistema respiratorio por impactacdo inercial (LABIRIS;
DOLOVICH, 2003).

1.3.4 Carreadores de farmacos para administracdo pulmonar

A administracdo de farmacos pela via pulmonar apresenta varias
vantagens no tratamento de doencas respiratdrias quando comparada a
outras vias de administragdo. A regido de deposicao no trato respiratorio
e a eficiéncia dos aerossois inalados sofrem grandes influéncias do
didmetro aerodinamico, distribuicdo granulométrica, forma e densidade
das particulas. Como particulas micronizadas sdo geralmente muito
coesivas e caracterizadas por uma fraca propriedade de fluxo,
carreadores sdo normalmente utilizados em pds inalaveis, a fim de
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aprimorar as caracteristicas de aerossolizacdo do farmaco, e propiciar
adequada deposicédo nas vias aéreas (SEBTI; AMIGHI, 2006).

Atualmente, varios estudos avaliam as propriedades de
aerossolizacdo de carreadores como nanoparticulas ou microparticulas,
preparadas a partir de materiais poliméricos (TOMODA et al., 2005;
UNGARQO et al., 2009), polissacarideos (LARHRIB et al., 1999), lipidio
(SEBTI; AMIGHI, 2006).

1.3.4.1 Microparticulas poliméricas

Muitos estudos tém explorado a possibilidade do uso de variados
polimeros, sintéticos ou naturais, para a administracdo de diversos
farmacos e proteinas, pela via pulmonar, sendo estes carreadores tanto
micro- quanto nanoparticulados.

Tomoda e colaboradores (2005) prepararam microparticulas
poliméricas de poli(acido latico)-co-(acido glicdlico) (PLGA) contendo
rifampicina para avaliar o efeito dos surfactantes pulmonares sobre a
liberacdo do farmaco a degradacdo do PLGA. Estes observaram que o
surfactante pulmonar ndo alterou o perfil de liberacdo do farmaco,
enquanto afetou pouco a degradacéo por hidrolise do polimero.

Em outro estudo, Ungaro e colaboradores (2009) avaliaram a
potencial liberacdo pulmonar in vivo da insulina a partir de
microparticulas porosas de PLGA/ B-ciclodextrina em ratos. Ainda
avaliaram o perfil de deposicéo in vivo e a atividade hipoglicémica. Os
autores ressaltam a viabilidade do uso deste sistema microestruturado,
evidenciando que este foi capaz de alcancar os alvéolos, onde a insulina
foi liberada, rapidamente absorvida e, de forma bioativa, capaz de
reduzir os niveis de glicose em doses muito baixas.

1.3.4.2 Microparticulas preparadas a partir de carboidratos

Larhrib e colaboradores (1999) prepararam carreadores a partir de
lactose contendo sulfato de salbutamol para estabelecer uma relagéo
entre a deposicdo in vitro do farmaco e das propriedades fisicas de
diferentes graus de lactose. Diferentes graus de lactose demonstraram
variagdes nas propriedades fisicas, onde a lactose anidra, que por conter
maior concentracdo de lactose fina, produziu o sistema de liberacdo
mais eficiente. A lactose de grau médio, devido seu diametro
relativamente pequeno e superficie lisa, induziu a uma melhor disperséo
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de salbutamol que os cristais de lactose. Logo pode-se observar que
diferentes graus de lactose sdo capazes de produzir perfis de liberagdo
variaveis, o controle da distribuicdo de tamanho dos carreadores e da
morfologia das particulas pode ser crucial na determinacdo da
reprodutibilidade e eficacia de sistemas de liberacdo de farmacos pela
via pulmonar.

1.3.4.3 Microparticulas lipidicas

Recentemente os lipidios representam um material alternativo
ao uso dos polimeros na formulagdo de sistemas micro- e
nanoparticulados. Micro e nanoparticulas apresentam a vantagem de ser
menos toxicos, e mais biocompativeis, uma vez que geralmente s&o
preparadas a partir de lipidios fisioldgicos como fosfolipidios,
triacilglicerdis, 6leos vegetais, entre outros (DEL CURTO et al., 2003;
ERNI et al., 2002; HU et al., 2006; LIPPACHER; MULLER; MADER,
2001; REITHMEIER; HERMANN; GOPFERICH, 2001; SANNA et al.,
2004). A capacidade desses sistemas de incorporar farmacos depende
das caracteristicas de solubilidade destes, da sua miscibilidade no lipidio
fundido, estrutura quimica do lipidio e das propriedades cristalinas
lipidicas (MULLER; MADER; GOHLA, 2000). A fracdo de farmaco
carreado pode variar de 1% a 5% para farmacos hidrofilicos e mais de
80% da massa de farmaco adicionada para preparo das microparticulas,
guando esta molécula for hidrofébica (HU et al., 2005; MUHLEN;
SCHWARZ; MEHNERT, 1998).

Jaspart e colaboradores (2007) prepararam microparticulas
lipidicas de behenato de glicerila contendo o broncodilatador salbutamol
para tratamento da asma por administragdo pulmonar. Os autores
observaram a formagcdo de um sistema de liberacdo sustentada
microparticulado capaz de ser administrado pela via pulmonar.

Apo6s administracdo pulmonar o lipidio pode ser eliminado pelo
mecanismo de transporte mucociliar, fagocitose ou por absor¢do
sistémica (NIVEN, 1992).

Sanna e colaboradores (2004) investigaram o potencial
toxicolégico de microparticulas lipidicas administradas
intratraquealmente através do lavado dos fluidos broncoalveolar. Os
autores observaram que ndo houve diferenca macroscopicamente
detectavel entre os pulmdes dos cobaias tratados com as microparticulas
e aqueles pertencentes ao grupo controle. O peso corporal dos animais
também permaneceu inalterado durante os tratamentos. Nos estudos
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citolégicos ndo houve diferencas significativas entre os grupos, porém
foi observado um aumento da populacdo de macréfagos, indicando que
ocorreu 0 estimulo e influxo destas células, além de um pequeno
aumento na resposta neutrofilica e um menor e insignificante aumento
das células polimorfonucleares. Estes dados demonstram que as
microparticulas lipidicas ndo induzem significativa inflamacéo nas vias
aéreas dos animais e sdo toleradas pelo sistema respiratorio inferior.
Porém ndo existem muitos estudos que reportem a administragdo
repetida de microparticulas lipidicas a fim de tracar um perfil
toxicoldgico.

Por outro lado, os lipidios comumente utilizados na preparacéo
dos carreadores lipidicos apresentam alto grau de cristalinidade,
limitando a capacidade de incorporacdo de farmacos. Estas particulas
sdo constituidas por uma rede cristalina, em que as moléculas dos
lipidios encontram-se altamente organizadas. Desta forma, a
incorporacdo de farmacos ocorre, de forma geral, apenas nos espacos
situados entre as cadeias dos lipidios. Em funcdo do limitado espago na
formac&o das cadeias lipidicas em forma cristalina, o fArmaco pode ser
expulso durante o processo de recristalizagdo da matriz (FREITAS;
MULLER, 1999). Além disso, os triacilglicerois apresentam diferentes
formas arquitetbnicas dos cristais de lipidio devido as varias
possibilidades de empacotamento da cadeia de acido graxo. A forma
polimoérfica do lipidio depende da composicdo dos acidos graxos, grau
de saturacdo, tamanho da cadeia, nimero de carbonos, ramificacéo,
entre outros. As formas polimoérficas mais comuns nos lipidios séo
designadas como a, B’, ou B, em ordem crescente de estabilidade
termodinamica. Alguns lipidios ainda podem apresentar as formas sub o
(menor estabilidade que a forma a), y (estabilidade intermediaria entre a
forma o e a forma B") e formas variadas do polimorfo 3, expressas como
B; e By, cada qual correspondendo a uma organizacdo particular das
cadeias de &cidos graxos laterais. Para triacilglicerois preparados a partir
do mesmo 4cido graxo, o polimorfo B é o mais estavel, enquanto para
mistura de acidos graxos a forma mais estdvel observada é a do
polimorfo B°. O polimorfismo dos lipidios pode afetar significantemente
a estabilidade das microparticulas durante o armazenamento, e a
capacidade de encapsulacdo de farmacos, bem como o perfil de
liberacdo desta molécula a partir da matriz lipidica, uma vez que a
alteragdo do estado de empacotamento do lipidio tende a se comportar
de forma diferente frente ao farmaco ou no processo de cristalinizagdo
do lipidio para formagdo da microparticula (BRUBACH et al., 2007;
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WINDBERGS; STRACHAN; KLEINEBUDDE, 2009; YANO; SATO,
1999).

Até o presente momento, as microparticulas lipidicas tem sido
pouco exploradas para a administracdo de farmacos pela via pulmonar.
Dada a boa tolerabilidade e biodegradabilidade do material e as
vantagens apresentadas para a via pulmonar, é de extremo interesse o
carreamento de farmacos pela via pulmonar através de sistemas de
liberacdo lipidicos contendo substancias com atividade antiasmatica.



2. MATERIAIS E METODOS
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2.1 MATERIAIS

2.1.1 Matérias-primas

Behenato de glicerila (Compritol® 888 ATO, Gateffossé, Franca)
Lecitina de Soja, 100% de fosfatidilcolina (Lipoid S100, Lipoid GmbH,
Alemanha)

Macrogol 15-hidroxiestearato, mono- e diésteres poliglicdis do &cido
12-hidroxiesteéarico com cerca de 30% de polietilenoglicol livre (Solutol
HS-15%, Basf, Alemanha)

Polietilenoglicol 400 (Isofar IndUstria e Comércio de Produtos Quimicos
Ltda, Brasil)

Poloxamer 188, Copolimero tribloco polioxietileno-polioxipropileno-
polioxietileno (Lutrol F-68 NF®, BASF, Alemanha).

Quercetina (Sigma-Aldrich, EUA)

Trimiristato de glicerina (Dynasan 114®, Sasol Germany GmbH,
Alemanha)

2.1.2 Reagentes e outros materiais

Acido Cloridrico (Biotec Reagentes Analiticos, LabMaster, Brasil))
Acido Fosférico P.A. (Cromato Produtos Quimicos Ltda, Brasil)

Etanol P.A. (F. Maia IndUstria e Comércio LTDA, Brasil)

Hidréxido de Sédio (Cromoline Quimica Fina Ltda, Brasil)

Metanol P.A (Vetec Industria Quimica, Brasil)

Metanol grau HPLC (Panreac, EUA)

Tween 80(Isofar Indlstria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda,
Brasil)

Sacos de dialise (Spectra/Por® CE MWCO 10000, EUA)

2.1.3 Equipamentos

Agitador magnético DI-06 (Dist, Brasil)

Agitador magnético com aquecimento ARE (Velp Scientifica, Italia)
Agitador magnético com aquecimento Schott SLR (Schott Instruments,
Alemanha)

Agitador tipo vortex KMC-1300V (Vision Scientific CO Ltda, EUA)
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Balanca analitica AS2000 (Ohaus Corporation, EUA)

Banho de ultrassom USC 700 (Unique Indstria e comércio de produtos
eletrénicos Ltda, Brasil)

Banho termostatizado Dubnoff CT 232 (Cientec, Brasil)

Calorimetro exploratdrio diferencial DSC-50 (Shimadzu, Japéo)
Centrifuga 4K15 Sigma (Sigma, EUA)

Dissolutor Dissolutor modelo 299 (Nova Etica, Brasil)

Difratdmetro a laser Mastersizer 2000 (Malvern, Inglaterra)
Difratdmetro de raiox-X X’Pert PRO (PANalytical, EUA) equipado
com detector X’Celerator.

Espectrofotdmetro de absorcdo de luz na regido do UV/Visivel UV-
1800 (Shimadzu, Jap&o)

EspectrOmetro Raman PeakSeeker 785 RAM-PRO-785 (OceanOptics,
Holanda)

Homogeneizador ultrassénico UP 200S (Hielscher Ultrasonics GmbH,
Alemanha)

Homogeneizador ultrassénico Sonic Dismembrator Model 500 (Fisher
Scientific, EUA)

Liofilizador LD1500 (Terroni Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil)
Microscopio eletronico de varredura Jeol JSM-6390LV (Jeol Ltd., EUA)
pHmetro Oakton WD-35613-00 (Oakton, EUA)

Porosimetro de mercirio AutoPore 1V 9500 (Micromeritics, EUA)
Recobridora a vacuo Leica EM SCD500 (Leica Microsystems, EUA)
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2.2 METODOS

2.2.1 Preparacao das microparticulas lipidicas

2.2.1.1 Preparacdo das microparticulas lipidicas de trimiristato de
glicerila (MTL)

As microparticulas lipidicas foram preparadas pelo método de
difusio do solvente a quente, conforme descrito por Dora e
colaboradores (2011). Brevemente, o trimiristato de glicerila e a lecitina
de soja foram adicionados ao etanol e a mistura foi aquecida até 70 °C
para completa fusdo do lipidio. A mistura foi vertida, sob agitagdo
magnética, em uma solucdo aquosa de PEG600 estearato 1% (m/V)
(Solutol HS15), previamente aquecida a uma temperatura cerca de 30° C
acima da temperatura de fusdo do lipidio (85° C). A emulsdo 6leo em
agua (o/a) formada foi submetida & agitacdo em um homogeneizador
ultrassdnico UP200S (Hielscher, Alemanha) com amplitude de 25%,
ciclo de 1,0 e tempo de 30 segundos e, em seguida, foi mantida sob
agitacdo magnética até resfriamento a temperatura ambiente. Apoés
repouso de 24 horas, as microparticulas formadas foram centrifugadas,
lavadas trés vezes com agua destilada, e, entdo, liofilizadas.

Para preparacdo das microparticulas contendo quercetina (MTL-
Q), o polifenol foi adicionado a fase organica nas proporcdes 1:25 e
1:50 (m/m), em relacdo a massa de lipidio. As formulaces de
microparticulas de trimiristato de glicerila encontram-se mostradas na
tabela 1.

Tabela 1. Composicdo das formulacGes de microparticulas lipidicas de
trimiristato de glicerila (MTL)

Constituintes MTL MTLQ1;25 MTLQ1;50
Trimiristato de glicerila (g) 50 50 50
Lecitina de soja (@) 0,5 0,5 0,5
Quercetina (g) - 0,2 0,1
Etanol (mL) 25,0 25,0 25,0
Solugéo de PEG600 estearato 1% 250,0 250,0 250,0

(m/V) (mL)
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2.2.1.2 Preparacédo das microparticulas lipidicas de behenato de glicerila
(MB e MBL)

As microparticulas lipidicas foram preparadas pelo método de
emulsdo a quente (Jaspart et al., 2007). O behenato de glicerila, ou uma
mistura deste lipidio com a lecitina de soja, foram primeiramente
aquecidos a 80 °C para completa fusdo. Uma solucdo aquosa de
Poloxamer 188 0,5% (m/V) (Lutrol F68), previamente aquecida a uma
temperatura de 90° C foi vertida sobre o lipidio fundido. A emulséo 6leo
em 4&gua (o/a) formada foi, entdo, submetida a agitagdo em
homogeneizador ultrassénico Sonic Dismembrator Model 500 (Fisher
Scientific, EUA) com amplitude de 10%, e tempo de 30 segundos, €
posteriormente mantida sob agitacdo magnética até resfriamento a
temperatura ambiente. ApOs repouso por 24 horas, as microparticulas
formadas foram centrifugadas, lavadas trés vezes com agua destilada e,
entdo, liofilizadas.

Para preparagdo das microparticulas contendo quercetina (MB-Q
e MBL-Q), o polifenol foi adicionado no estado so6lido no lipidio
fundido nas proporgBes 1:25 e 1:50 (m/m), em relacdo a massa de
lipidio. As formulagdes de microparticulas de behenato de glicerila sem
e com lecitina encontram-se nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Composicdo das formulacbes de microparticulas lipidicas de
behenato de glicerila (MB)

Constituintes MB MBoi2s  MBoi:so
Behenato de glicerila (g) 50 50 50
Lecitina de soja (g) - - -
Quercetina (g) - 0,2 0,1

Solucdo de Poloxamer 188 0,5% 250,0 2500 250,0
(m/V) (mL)

Tabela 3. Composicéo das formulacfes de microparticulas lipidicas de
behenato de glicerila contendo lecitina de soja (MBL)

Constituintes MBL MBLQ1;25 MBLQl;so
Behenato de glicerila (g) 50 5,0 50
Lecitina de soja (Q) 0,5 0,5 0,5
Quercetina (g) - 0,2 0,1
Solucdo de Poloxamer 188 0,5% 250,0 250,0 250,0

(M/V) (mL)
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2.2.2 Determinagdo do teor e da eficiéncia de encapsulacdo da
quercetina por espectroscopia de absor¢do no ultravioleta

2.2.2.1 Determinacdo do tempo de extracdo da quercetina a partir das
microparticulas

Cerca de 50 mg de microparticulas, exatamente pesadas, foram
adicionadas em baldes volumétricos de 10,0 mL e o volume completado
com metanol. As amostras foram mantidas sob agitacdo magnética por
periodos de 0,5, 1, 2, 3 e 4 horas e, entdo, centrifugadas a 2500 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado, diluido conforme necessidade
e analisado por espectroscopia de absorcdo de luz na regido do UV
(Shimadzu, Japao) com comprimento de onda de 375 nm. As analises
foram realizadas em triplicata, e os valores expressos em concentracao
de quercetina (pg/mL).

2.2.2.2 Validacdo da técnica de quantificagdo da quercetina nas
microparticulas

O método espectrofotométrico foi validado de acordo com o ICH
(2005) utilizando os seguintes parametros: especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo, robustez e determinacdo dos limites de deteccdo e
quantificacdo.

2.2.2.2.1 Especificidade

Para avaliar a especificidade do método, 50 mg de
microparticulas brancas (sem quercetina) foram exatamente pesados e
transferidos para um baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume
completado com metanol. Esta mistura foi mantida sob agitacdo
magnética durante 2 horas e, em seguida, centrifugada a 2500 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado e analisado por espectroscopia
de absor¢do UV/Vis na faixa de comprimento de onda de 200 a 500 nm,
contra 0 mesmo solvente. Os espectros resultantes foram comparados
com 0 espectro de uma solucdo padrdo de quercetina 5,0 pg/mL,
analisada nas mesmas condi¢oes.
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2.2.2.2.2 Linearidade, limites de detec¢éo (LD) e de quantificacdo (LQ)

A linearidade foi determinada pela construcdo de trés curvas de
calibragdo em trés dias diferentes. Cerca de 50 mg de quercetina
exatamente pesados foram dissolvidos em metanol e o volume foi
completado até 10 mL em baldo volumétrico. Esta solucdo foi diluida
com metanol para obter solu¢des de quercetina nas concentragdes de
2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0; ¢ 10,0 ug/mL. As solugdes foram analisadas
por espectroscopia de absorcao no ultravioleta/visivel com comprimento
de onda de 375 nm, contra 0 mesmo solvente. As solucbes foram
preparadas em triplicata e as médias das absorbancias referentes a cada
concentracdo foram utilizadas para a construcdo de uma curva de
calibracdo. A equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo foram
determinados pela andlise da regressdo linear utilizando o método dos
minimos quadrados.

O limite de deteccéo foi determinado conforme a equagéo 1:

_33xo0 equacédo 1

LD
S

onde LD ¢ o limite de detecgdo, o € o desvio padrao do intercepto com o
eixo y da equacdo da reta e S € a inclinagéo da reta.
O limite de quantificacéo foi determinado utilizando a equacéo 2:

10X o do 2
LQ = equacéao
S
onde LQ ¢ o limite de quantificagdo, ¢ ¢ o desvio padrdo do intercepto
com o eixo y da equacdo da reta e S é a inclinacdo da reta.

2.2.2.2.3 Precisao

Cerca de 50 mg de microparticulas lipidicas foram exatamente
pesados, transferidos para baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume
completado com metanol. Esta mistura foi mantida sob agitacdo
magnética durante 2 horas e entdo centrifugadas a 2500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e analisado por espectroscopia de
absorcdo no UV no comprimento de onda de 375 nm, contra 0 mesmo
solvente. A repetibilidade foi avaliada pela analise de seis amostras no
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mesmo dia. A precisdo intermediaria foi avaliada por meio da analise de
seis amostras em trés dias diferentes. A precisdo foi expressa como
porcentagem do desvio padrdo relativo (DPR%).

2.2.2.2.4 Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método, 50 mg de microparticulas
brancas foram exatamente pesados e transferidos para um baldo
volumétrico de 10,0 mL. As amostras foram contaminadas com uma
solucdo padrdo de quercetina em trés diferentes niveis (baixo, médio e
alto), correspondendo a concentragdes finais de 5,0, 10,0, ou 20,0
pg/mL, e o volume foi completado com metanol. Estas misturas foram
mantidas sob agitacdo magnética durante 2 horas e, em seguida,
centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada uma
das amostras foi coletado e analisado por espectroscopia de absor¢do no
UV com comprimento de onda de 375 nm, contra 0 mesmo solvente. As
analises foram realizadas em ftriplicata, e a recupera¢do (R%) foi
estimada utilizando a seguinte equagéo:

C x
R(%) = C_A % 100 equacao 3

t

onde R% é a recuperacdo, e Ca € C; a concentragcdo de quercetina
encontrada e tedrica, respectivamente, expressa em pg/mL.

2.2.2.2.5 Robustez

Para avaliagdo da robustez do método de extracdo da quercetina a
partir das microparticulas lipidicas foram alteradas as condicfes de
extracdo: massa de microparticulas (40, 50 e 60 mg), tempo de extracdo
(1, 2 e 3 horas), e comprimento de onda de analise (373, 375 e 377 nm).

2.2.2.3 Determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulacdo das
microparticulas

Cerca de 50 mg de microparticulas foram exatamente pesados,
transferidos para um baldo volumétrico de 10,0 mL, e o volume foi
completado com metanol. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética
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durante 2 horas e, em seguida, foi centrifugada a 2500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e analisado por espectroscopia de
absorcdo no ultravioleta com comprimento de onda de 375 nm. A
concentracdo de quercetina foi estimada correlacionando a absorbancia
da amostra com aquela produzida por uma solucdo padrdo do farmaco
de concentrag@o conhecida (5,0 pg/mL).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e o teor de farmaco (mg de
quercetina/100 mg de microparticulas) foram calculados conforme as
equag0es 5 e 4, respectivamente.

Coy X 10 equacdo 4
Teor = (‘”’—) % 100 quag
M
Teor X Myp equacdo 5

EE%=< )><1oo

100 x M,

onde Cqu € a concentragdo de quercetina na solugdo obtida apos
extracdo do polifenol em metanol (mg/mL), My, é a massa pesada de
microparticulas lipidicas (mg), M, é a massa inicialmente adicionada de
quercetina na formulagdo (mg), Mype € a massa das matérias-primas
empregados na preparacdo das microparticulas lipidicas (mg).

2.3 AVALIACAO DA  ESTABILIDADE QUIMICA DA
QUERCETINA FRENTE AS CONDICOES DE PREPARO DAS
MICROPARTICULAS LIPIDICAS

A formacdo de eventuais produtos de degradacdo da quercetina
durante as etapas de preparacdo das microparticulas lipidicas foi
avaliada por espectroscopia de absorcdo no UV/Vis por meio de
comparacdo dos espectros dos produtos de degradacdo da quercetina
obtidos apds exposicdo da matéria-prima em diferentes condicBes de
estresse.

2.3.1 Anélise por espectroscopia de absorcao no UV/Vis

As solucbes obtidas ap6s indugdo da quercetina a degradacéo
(descrito em 2.3.2, 2.3.3, e 2.3.4) e aquelas obtidas apds extragdo da
quercetina a partir das microesferas lipidicas (conforme descrito em
2.2.2.3), foram diluidas em metanol:solucdo aquosa de &cido fosférico
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(75:25, pH 2,7) e analisadas em espectrofotdbmetro UV-1800 (Shimadzu,
Japdo). Espectros varredura foram obtidos na faixa de comprimento de
onda de 200 a 600 nm. Os espectros resultantes foram comparados com
aqueles obtidos a partir de uma solucdo padrao de quercetina 4 pg/mL,
analisadas nas mesmas condi¢des. As analises foram realizadas em
triplicata.

2.3.2 Degradacéo por hidroélise

Solugdes de quercetina 100 pug/mL em metanol:agua (40:60, v/v)
foram preparadas e o pH foi ajustado para valores de pH 3 e 5 (hidrolise
acida), pH 7 (hidrolise neutra), ou pH 9 e 11 (hidrélise alcalina). As
solucbes foram mantidas a 40 °C, 60 °C ou 80 °C em banho
termostatizado. Apés 6 horas, o pH das amostras foi ajustado mediante
diluicdo na proporcdo 1:5 em solugdo metanol:solu¢do aquosa de é&cido
fosforico 1% (75:25, VIV, pH 2,7) e analisadas por espectroscopia de
absorcdo no UV nas condicfes descritas em 3.2.1.

2.3.3 Degradacao por oxidagdo

Uma solugdo de quercetina 100 pg/mL foi preparada utilizando
uma mistura de metanol:peréxido de hidrogénio 30% 40:60 (V/V),
como solvente, a fim de assegurar a solubilidade do flavonoide. Esta
solucdo foi mantida sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz e, apés 6 horas, as amostras foram analisadas por
espectroscopia de absor¢cdo no UV/Vis, conforme nas condigdes
descritas em 2.3.1.

2.3.4 Degradacéo térmica da quercetina no estado sélido

Cerca de 100 mg de quercetina foram submetidos ao aquecimento
em estufa a 100 °C durante 60 horas. Uma solugcdo metandlica a 5,0
pg/mL foi entdo preparada a partir desta amostra e analisada por
espectroscopia de absor¢do no UV/Vis nas condi¢des descritas em 2.3.1.

2.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS
MICROPARTICULAS LIPIDICAS
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2.4.1 Avaliacdo da morfologia das microparticulas lipidicas

A avaliacdo da morfologia das microparticulas lipidicas foi
realizada por microscopia eletrénica de varredura em microscépio Jeol
JSM-G390LV (Jeol, EUA) utilizando voltagem de 10 kV. As amostras
foram fixadas com cola carbono em suportes e recobertas por uma fina
camada de ouro de 30 nm em recobridora a vacuo Leica EM SCD500
(Leica, EUA). As micrografias foram obtidas com aumento de 400, 800
e 1200 vezes.

Este estudo foi realizado em parceria com o Laboratério Central
de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa
Catarina.

2.4.2 Determinacgao da densidade bruta e de compactagéo

Este ensaio foi realizado conforme descrito por British
Pharmacopoeia VI (2007), onde amostras de 500 mg dos diferentes lotes
de microparticulas lipidicas foram colocadas em provetas de 5,0 mL. Os
pos foram entdo submetidos a 100 quedas, até que a reducdo do volume
(V2) ndo fosse mais observada. As densidades brutas e de compactacéao
foram calculadas por meio das equagdes 6 e 7, respectivamente.

d, = m equacéo 6
Vi
d.= equagéo 7
.=
V2

onde m é massa de microparticulas adicionadas & proveta, V; o volume
ocupado pelas microparticulas na proveta sem compactacdo, e V, 0
volume ocupado pelas microparticulas apds compactacéo.

2.4.3 Determinacédo da porosidade das microparticulas lipidicas por
porosimetria de mercurio

A porosimetria de intrusdo de mercurio foi realizada utilizando
porosimetro AutoPore 1V 9500 (Micromeritics, EUA). Cerca de 200 mg
de amostra, exatamente pesados, foram inseridos no penetrémetro de
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pés com 3cc, com constante de capacitancia de 22285 pL/pF. As
analises foram realizadas sob baixa e alta pressdo. Curvas de volume de
intrusdo de mercurio por pressdo foram realizadas e a area superficial,
assim como o volume, tamanho médio de poros, porcentagem de poros
nas microparticulas e densidade aparente esquelética foram
determinados utilizando o software AutoPore 1V 9500 V1.05.

Este ensaio foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Adilson
Luiz Chinelatto no Laboratério de Caracterizacdo Fisico-Quimica do
Departamento de Engenharia de Materiais na Universidade Estadual de
Ponta Grossa.

2.4.4 Avaliacdo do tamanho médio e distribuicdo granulométrica
das microparticulas lipidicas.

2.4.4.1 Tamanho e distribuicdo granulométrica das particulas

A distribuicdo granulométrica das microparticulas lipidicas foi
determinadas por difratometria a laser utilizando um analisador de
particulas Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido), com
luz monocromatica vermelha (632,8 nm) de um laser de He Ne, com
obscurecimento entre 10 e 13%. Para as analises, cerca de 50 mg de
cada uma das amostras foram previamente dispersas em agua, ou em
solucdo aquosa de tween 80 0,15% (m/v), com auxilio de ultrassom
(Dist, Brasil). As microparticulas foram analisadas em triplicata. A
distribuicdo do tamanho foi determinada com base na teoria de difracdo
de Franhoffer e expressa em diametro por volume equivalente a 10
(d10%), 50 (dsgs) € 90% (dgoes) do volume acumulado, e didmetro médio
(D[4,3]). O span foi calculado segundo a equacéo 8 (PARLATI, 2008).

dogy, — d109 equacéo 8
Span = 90% 10% quag
ds09

2.4.4.2 Determinagdo do didmetro aerodindmico médio (MMAD)
O diametro aerodindmico médio massico foi determinado

conforme descrito por Ungaro e colaboradores (2009), utilizando a
equacdo 9.
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equacdo 9

r
MMAD = MMGD X |———
(do X X)

onde MMGD é o diametro geométrico médio; r é calculado pela
equacdo 10; do é a densidade referéncia (1 g/mL); e X é o fator forma da
particula (X = 1 quando particulas esféricas).

r=dsX(1—¢) equacéo 10

sendo ds a densidade aparente esquelética ¢ & é a porosidade das
particulas.

A densidade aparente esquelética é determinada através do
volume que uma determinada massa de pO apresenta, excluindo o
volume ocupado pelos poros e pelos espacos entre as particulas.

de = m equagéo 11
ST Wa— (Ve +Vp)]

onde m é a massa dos pos, Va é 0 volume ocupado pela amostra, Vp 0
volume ocupado pelos poros, € Ve 0 volume ocupado pelos espacgos
entre as particulas formadoras do po.

Para avaliagdo do didmetro aerodindmico correspondente a 50%

da distribuicdo acumulada foi utilizada a equacdo 12, utilizando o
didmetro de 50% do volume da curva acumulada (dsge,).

- equacéao 12
MMADsqy, = dsgy, X T xX)

2.4.5 Avaliacao das propriedades de fluxo das microparticulas

As propriedades de fluxo das microparticulas foram avaliadas
empregando o indice de compressibilidade ou indice de Carr, conforme
equacdo 13
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de—dp equacdo 13

indice de Carr = < ) x 100

Cc

onde: d, e d. s as densidades brutas e de compactacéo,
respectivamente. Conforme os valore de indice de Carr obtidos, o fluxo
dos pos foi determinado de acordo com a tabela 4 como: excelente, bom,
favoravel a toleravel, ruim/fluido, ruim/coesivo, muito ruim e
extremamente ruim (AULTON et al., 2005).

Tabela 4. Relacéo fluidez e indice de Carr.

Tipo de fluxo indice de Carr (%)

Excelente 5-12
Bom 12-18
Favoravel a toleravel 18-21
Ruim/Fluido 21-25
Ruim/Coesivo 25-32
Muito ruim 32-38
Extremamente ruim > 38

2.4.6 Difracdo de Raios-X

As amostras e as matérias-primas foram adicionadas a um porta
amostra e analisadas a temperatura ambiente nos angulos (26) de 3° a
60° com passo de 0,03° em tempo de 1 segundo utilizando um
difratdmetro de raios-X X’Pert PRO equipado com detector X’Celerator
(PANanalytical, Holanda). Para emissdo dos raios-X foi utilizado anodo
de cobre, que emite radiagdo Ko, com comprimento de onda de 1,5418
A, e fluxo definido pela voltagem de 45 kV e intensidade de corrente de
40 mA. A configuracdo utilizada foi formada por tubo de cobre, fenda
soller de 0,04 rad, fenda divergente de 1/4°, mascara de 10 mm, fenda
anti-espalhamento de 1/2°, porta amostra, fenda antiespalhamento 5
mm, fenda soller de 0,04 rad, filtro de niquel, e detector X’Celerator.

A distancia interplanar dos cristais foi determinada a partir das
centroides dos picos de difragdo, segundo equacdo de Bragg, como
descrito abaixo:

nA = 2d X sin6 equacgéo 14
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onde n é um numero inteiro, A 0 comprimento de onda, d a distancia
interplanar, ¢ 0 o angulo de Bragg.

Este estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Carlos
Eduardo Maduro de Campos, usando as instalacdes multiusuario do
Laboratorio de Difracdo de Raios-X, (LDRX) do Centro de Ciéncias
Fisicas e Matematicas da Universidade Federal de Santa Catarina.

2.4.7 Espectroscopia de Raman

Espectros Raman foram obtidos apds analise das amostras e das
matérias-primas em um espectrofotdmetro Raman PeakSeeker 785
RAM-PRO-785 (Agiltron, EUA) com fonte de excitagdo laser em 785
nm. As andlises foram realizadas com poténcia de saida de 300 mW,
com tempo de integracdo de 15 segundos e resolucdo de 6 cm™. As
andlises foram realizadas no estado sélido e em temperatura ambiente.

Este estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Carlos
Eduardo Maduro de Campo do Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Santa Catarina.

2.4.8 Analise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC)

As analises de DSC foram realizadas em equipamento DSC-50
(Shimadzu, Japdo). Para as analises, cerca de 5 a 15 mg das amostras ou
das matérias-primas foram exatamente pesados em capsulas de
aluminio, as quais foram lacradas. As amostras foram entdo submetidas
ao resfriamento com nitrogénio liquido até temperatura de -10 °C, e, em
seguida, foram aquecidas até 220 °C a uma taxa de aquecimento de 5
°C/min, sob atmosfera de nitrogénio. As temperaturas de fuséo foram
entdo obtidas a partir das curvas termoanaliticas, e a entalpia de fuséo a
partir da area do pico de fusdo correspondente. A cristalinidade relativa
do lipidio na matriz das microparticulas foi calculada utilizando a
equacao 15 (GUARINO et al., 2009).

AH 50 1
CR% = —% %100 equagdo 15

fMP

onde CR% ¢ a cristalinidade relativa do lipidio constituinte da matriz
das microparticulas, AHs € a entalpia de fuséo do lipidio constituinte da
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matriz das microparticulas (J/g), e AHs yp € a entalpia de fusdo do lipidio
como matéria-prima.

Este estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Valdir Soldi
no Laboratdrio de Estudos em Materiais Poliméricos (POLIMAT) do
departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

2.5 AVALIAGAO DO PERFIL DE LIBERAQAO IN VITRO DA
QUERCETINA A PARTIR DAS MICROPARTICULAS LIPIDICAS

2.5.1 Selecao do meio de dissolugdo

2.5.1.1 Avaliacdo da estabilidade da quercetina nos diferentes meios de
dissolucéo

Exatamente cerca de 50,0 mg de quercetina foram pesados para
um baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume completado com metanol.
Esta solucdo foi apropriadamente diluida para obter solucbes de
quercetina 5,0 pg/mL nos seguintes meios de dissolucdo: tampéo fosfato
0,1 M pH 7,4, PEG 400:tampéo fosfato 0,1 M 2:8 (V/V, pH 7,4), PEG
400:agua 2:8 (V/IV) pH 4,0, PEG 400:4gua 3:7 (V/V) pH 4,0; PEG
400:4gua 4:6 (V/V) pH 4,0. Quando tampéo fosfato pH 7,4 foi usado
sozinho ou em mistura com PEG, o efeito da adi¢do de albumina sérica
bovina 15 pM (BSA), acido ascérbico (0,05 ou 0,1% , m/V) e do
metabissulfito de sodio (0,5% ou 1 %, m/V), sobre a estabilidade da
quercetina, foi avaliado. As solugbes foram mantidas sob agitagédo
magnética, ao abrigo da luz, em temperatura ambiente durante 24 horas.
Apos esse periodo, as solucbes foram analisadas por espectroscopia de
absorgdo no UV entre 200 e 600 nm, contra 0 mesmo solvente.

2.5.1.2 Avaliacéo da solubilidade da quercetina no meio de dissolugéo

Em um baldo volumétrico de 10,0 mL foi adicionada uma
quantidade em excesso de quercetina e o volume completado com os
meios de dissolugdo. As misturas foram mantidas sob agitacdo
magneética, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e ap6s 24 horas
foram centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos, os sobrenadantes foram
coletados e analisados por espectroscopia de absorcdo UV a 375 nm,
contra 0 mesmo solvente. As absorbancias das amostras foram
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comparadas com uma solu¢do padrdo de quercetina 5,0 pg/mL
preparada nas mesmas condicdes.

2.5.2 Linearidade, limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ)

A linearidade foi determinada pela construcdo de trés curvas de
calibracdo em trés dias diferentes. Cerca de 50 mg de quercetina
exatamente pesados foram dissolvidos em metanol ¢ o volume foi
completado até 10 mL em baldo volumétrico. Esta solucdo foi diluida
em mistura de PEG 400:Agua 4:6 (V/V, pH 4,0) para obter solucdes de
quercetina nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10,0; e
12,0 pg/mL. As solugdes foram analisadas por espectroscopia de
absorgdo no ultravioleta/visivel com comprimento de onda de 375 nm,
contra a mesma mistura. As solugdes foram preparadas em triplicata e as
médias das absorbancias referentes a cada concentracdo foram utilizadas
para a construcdo de uma curva de calibracdo. A equacgdo da reta e 0
coeficiente de correlagdo foram determinados pela andlise da regresséo
linear utilizando o método dos minimos quadrados.

O limite de deteccéo foi determinado utilizando a equacéo 1.

_33xa0 equacéo 1

LD
S

onde LD ¢ o limite de detecgdo, o ¢ o desvio padrdo do intercepto com o
eixo y da equacdo da reta e S é a inclinacdo da reta. O limite de
quantificacdo foi determinado utilizando a equacéo 2.

_10x o equacao 2
S

LQ

onde LQ ¢ o limite de quantificagdo, ¢ ¢ o desvio padrdo do intercepto
com o eixo y da equacdo da reta e S é a inclinacdo da reta.

2.5.3 Avaliacgéo do perfil de liberacéo in vitro da quercetina a partir
das microparticulas lipidicas

Para realizacdo do ensaio de dissolugdo cerca de 300 mg de
microparticulas lipidicas foram exatamente pesados e transferidos para
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sacos de dialise (Spectra/Por® CE MWCO 10000, EUA). Os sacos de
didlise foram fechados e colocados em 300 mL de uma mistura de PEG
400:4gua (4:6 V/V, pH 4,0). O ensaio foi conduzido em aparelho de
dissolugdo Dissolutor modelo 299 (Nova Etica, Brasil) sob agitacio de
75 rpm utilizando o aparato p4, e temperatura de 37 £ 0,5 °C. Aliquotas
de 5 mL foram coletadas em intervalos de tempo de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12 e 24 horas, e 0 volume foi reposto com meio de
dissolucdo fresco. As aliquotas foram analisadas por espectroscopia de
absorgdo no UV a 375 nm contra 0 meio de dissolucdo. A partir dos
resultados, graficos de porcentagem de quercetina liberada (%) em
funcéo do tempo forma construidos. Valores de eficiéncia de dissolucdo
(ED%) foram obtidos por meio da seguinte equag&o:

% 100 equacao 16

EDY% = ASC
A

r

onde ASC é a area sob a curva do perfil de dissolucdo calculada através
da integracdo da curva do perfil de liberacdo da quercetina a partir das
microparticulas lipidicas e A, é a area do retangulo definido pela
ordenada (100% de dissolugdo) e pela abscissa (tempo igual a 24 horas).

Os valores de ED% foram comparados estatisticamente por meio
da ANOVA, seguida do teste t para comparacao entre as médias.

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir da Analise da Variancia
(ANOVA) utilizando o = 0,05 para os resultados de determinagdo do
tempo de extragdo da quercetina a partir das microparticulas (2.2.2.1),
teor e eficiéncia de encapsulagdo das microparticulas (2.2.2.3), e
eficiéncia de dissolugdo (2.5.3). Os resultados foram expressos em
média de trés determinagdes e os valores analisados e comparados por
meio da Analise da Variancia (ANOVA) (a = 0,05). Quando diferenca
significativa entre as médias foi detectada, a determinacdo de onde esta
diferenca ocorreu foi realizada pela aplicacdo do teste t, onde a diferenga
minima significativa é calculada empregando-se a equagao 17.

1 1 equacdo 17
d.m.s.= t\[(aﬂ‘&) X QMR
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3.1 DETERMINLACAO DO TEOR E DA EFICIENCIA DE
ENCAPSULACAO DA QUERCETINA

3.1.1 Determinacéo do tempo de extracdo da quercetina a partir das
microparticulas

A fim de otimizar o tempo de extracdo da quercetina a partir das
microparticulas lipidicas as amostras MTLg2s € MBgips foram
submetidas & extragdo conforme descrito em 2.2.2.1. Os resultados séo
mostrados na tabela 5. Conforme andlise da variancia, os valores de
Fealculado Para MTLgy 25 € MBg 25 foram 1,914 e 2,326, respectivamente
(Feritico = 3,478, o = 0,05). A ANOVA revelou, portanto, auséncia de
diferenca estatistica entre os valores encontrados para ambas as
amostras, indicando que concentracdo de quercetina ndo foi afetada pelo
tempo de extracdo, nas condigBes utilizadas. Entretanto, a fim de
estabelecer maior seguranca no processo de extracdo, o tempo de 2
horas foi estabelecido para todas as analises posteriores.

Tabela 5. Concentracdo de quercetina na solucdo metanolica apds
extracdo a partir das microparticulas lipidicas (n = 3).

Tempo (horas) MTLoips (ng/mb) 6 MBoyos (pg/ml) + 6

0,5 177,83 £3,91 184,76 + 2,08
1,0 178,06 + 1,35 186,14 + 2,53
2,0 176,25 + 6,14 188,66 + 2,36
3,0 169,26 + 2,03 189,86 + 3,38
4,0 172,87 +7,18 188,46 + 0,04

onde o € 0 desvio padréo.

Tabela 6. Dados obtidos pela analise da varidncia (ANOVA) da curva
de extracdo de quercetina a partir da amostra MTLg;.p5 (o= 0,05).

Fonte da SQ* g I** MQ*** I:calculado Valor Fcrl’tico
variacdo de P
Tratamento 169,109 4 42,277 1914 0,185 3,478
Residuo 220,934 10 22,093

Total 390,043 14

SQ* é a soma dos quadrados; gl” o grau de liberdade; e MQ™ a média
dos quadrados.
o=0,05
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Tabela 7. Analise da variancia (ANOVA) da curva de extracdo de

quercetina a partir da amostra MB o125 (o = 0,05).

Fonte da SQ* gl MQ I:calculado Valor Fcrl’tico
variagéo de P
Tratamento 51,558 4 12,890 2,326 0,127 3,478
Residuo 55,424 10 5,542

Total 106,982 14

SQ* é a soma dos quadrados; gl” o grau de liberdade; e MQ™ a média
dos quadrados.
o=0,05

3.1.2 Validacdo da técnica de quantificacdo da quercetina nas
microparticulas

3.1.2.1 Especificidade

A figura 8 apresenta o espectro de absorcdo no UV/Vis das
amostras brancas MTL, MB e MBL, e de uma solucéo de quercetina 5,0
pg/mL. O método € especifico para a quantificagdo da quercetina, uma
vez que as amostras brancas ndo apresentaram absorbancia de luz no
comprimento de onda de 375 nm.

(A) (8)

-

Figura 8. Espectro de absorcéo no UV\V//Vis das amostras: (A MT L; (B)
MB; (C) MBL; e de uma solugio padrio de quercetina 5,0 pg/mL.
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3.1.2.2 Linearidade, limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ)

A figura 9 exibe uma curva padrdo representativa de quercetina
em metanol. A curva de calibragdo da quercetina foi linear na faixa de
concentracdo de 2,0 a 10,0 ug/mL com coeficiente de correlacdo de
0,9989 (y = 0,0740x + 0,0010). A andlise da variancia confirmou a
linearidade do método (Feaicutado 6332,0130 > Fyitico 2,8477, o= 0,05). A
auséncia de erro sistematico constante também foi verificada, uma vez
que os valores do intervalo de confianca do intercepto incluiram o valor
zero (IC = -0,006157 a 0,008265, o = 0,05). O limite de deteccédo e de
quantificacdo foram 0,18 + 0,03 pg/mL e 0,56 £ 0,08 pg/mL,
respectivamente, indicando que o método foi suficientemente sensivel
para determinar o teor de quercetina nas microparticulas lipidicas.

0.8+
0.74
0.6+
0.54
0.4+
0.3
0.2
0.14

r? = 0,9989
y = 0,0740x + 0,0010

Absorbancia

0.0 T T T T L 1

0 2 4 6 8 10 12
Concentragao (pg/mL)

Figura 9. Curva de calibragdo da quercetina em metanol.
3.1.2.3 Precisdo intra- e interdia

A repetibilidade do método (precisdo intradia) foi avaliada apds
analise das solugdes obtidas apos extracdo das MTL g 25 € MBg 25 por
espectroscopia de absor¢do no UV a 375 nm (n = 6) (Tabela 8). Para
avaliacdo da precisdo intermedidria (interdia), trés amostras de cada uma
das formulagdes foram analisadas em trés dias diferentes (Tabela 9). Os
valores de DPR para todas as analises foram menores que 3%, indicando
uma variabilidade aceitavel na concentracdo de quercetina obtida apds
extracdo por metanol (P <0.05)
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Tabela 8. Resultados obtidos na avaliacdo da repetibilidade do método
UV para determinacdo da quercetina.

Repeticoe MTLqi:25 MBLo:25
S
Conc. Média DPR Conc. Média DPR
(pg/mL) (%) | (pg/mL) (%0)
1 177,31 186,34
2 172,64 189,60
3 176,70 175,64 2,14 189,30 187,95 1,18
4 170,26 186,03
5 175,97 190,82
6 180,99 185,60

onde conc. é concentragdo.

Tabela 9. Resultados obtidos na avaliagdo da precisdo interrmediaria do
método UV para determinagdo da quercetina.

Dia MTLog:25 MBo;.25
Conc. Média DPR Conc. Média DPR
(pg/mL) (%) (ng/mL) (%)
1 176,54 + 0,68 186,17 + 3,52
2 | 17508+234 17655 1,05 | 186,98+2,02 18641 1,36
3 178,02 +1,19 185,91 + 3,27

onde conc. é concentragdo.

3.1.2.4 Exatidao

A tabela 10 apresenta os valores de recuperagdo da quercetina
adicionada as amostras brancas de MTL e MB. Todos os valores
permaneceram na faixa de 97 a 103%, evidenciando a exatiddo do

método.
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Tabela 10. Recuperacdo da quercetina apds contaminacdo das amostras
de MLT e MB com uma solucdo padrao.

Concentragdo  Concentracao Recuperacdo  DPR

teodrica de experimental (%) (%)
quercetina de quercetina
(ng/mL) (ng/mL)
5,0 4,91 98,14 0,96
MLT 10,0 10,07 100,67 0,38
20,0 19,83 99,14 0,82
5,0 4,95 99,07 0,99
MB 10,0 9,92 99,17 0,73
20,0 20,03 100,15 0,55

3.1.2.5 Robustez

Para avaliacdo da robustez do método analitico trés parametros
de andlise foram variados: massa de amostra pesada, tempo de extragéo
e comprimento de onda. Como observado nas tabelas 12 e 13, verifica-
se que o método de quantificacdo da quercetina extraida a partir das
microparticulas lipidicas por espectroscopia ho UV é robusto quanto aos
parametros avaliados, uma vez que os valores de Feaculado S80 inferiores
aos de Feiico para as microparticulas lipidicas preparadas a partir do
trimiristato de glicerila e behenato de glicerila (Feacuiado 0,429 < Fgritico
2,510 e Feaicutado 0,836 < Fitico 2,510, respectivamente).
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Tabela 11. Resultados obtidos na avaliacdo da robustez do método de
quantificacdo da quercetina por UV.

MTLQl:ZS MBQ1:25
Variacao
Conc. DPR Conc. DPR
(ng/mL)* (%)  (ug/mL)* (%)
40 176,14 1,44 186,45 2,20
Massade gy 17564 214 18795 1,18
amostra (mg)
60 177,64 2,34 189,34 1,80
1 178,14 2,55 185,89 1,94
Tempo de 2 175,64 2,14 187,95 1,18

extracdo () 3 175,88 1,09 18992 1,06

373 178,64 1,71 187,67 2,19
Comprimento 375 175,64 2,14 187.95 1,18
de onda (nm) 377 178,32 1,42 191,12 1,67

onde conc. é concentragdo.

Tabela 12. Andlise da varidancia (ANOVA) da curva da robustez
realizada a partir da amostra MTLg;5 (o = 0,05).

Fonte da SQ* g I MQ*** Fealculado ~ Valor Feritico
variacao de P
Tratamento 40,471 8 5,059 0,429 0,888 2,510
Residuo 212,298 18 11,793

Total 252,769 26

SQ* é a soma dos quadrados; gl” o grau de liberdade; e MQ™ a média
dos quadrados. o = 0,05
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Tabela 13. Analise da variancia (ANOVA) da curva da robustez
realizada a partir da amostra MBg;.25 (o0 = 0,05).

Fonte da SQ* g I** MQ*** I:calculado Valor Fcrl’tico
variagdo de P
Tratamento 64,890 8 8,111 0,836 0,584 2,510
Residuo 174667 18 9,703

Total 239,557 26

SQ* é a soma dos quadrados; gl” o grau de liberdade; e MQ™ a média
dos quadrados. o.= 0,05

3.1.3 Determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulacdo das
microparticulas

A tabela 14 apresenta os valores de eficiéncia de encapsulacéo e
teor da quercetina nas microparticulas lipidicas preparadas com
trimiristato de glicerila (MTL) e com behenato de glicerila na auséncia
ou presenga de lecitina (MB e MBL), e nas duas propor¢des de
quercetina/lipidio (1:25 ou 1:50, m/m). Como pode ser observado nessa
tabela, os valores de EE% foram elevados quando o behenato de
glicerila foi empregado como lipidio, independente da presenca de
lecitina e da propor¢do de quercetina/lipidio. Entretanto, quando o
trimiristato de glicerila foi utilizado, a EE% diminuiu consideravelmente
com a reducdo de quercetina adicionada & formulacdo. Os valores de
teor de quercetina variaram de 0,52 a 3,84 (%, m/m), dependendo da
formulacdo testada. Para verificar se esses valores foram
estatisticamente diferentes, a analise da varidncia de duas vias foi
realizada. A analise estatistica evidenciou gque o teor de farmaco diferiu
significativamente, dependendo do tipo de lipidio e da proporcdo de
quercetina/lipidio usada na formulacdo (Fcaicuiado 173,050 > Feyitico 3,885
e Fearcutado 1391,740 > Fepiico 4,747, respectivamente, o= 0,05) (Tabela
15), assim como a eficiéncia de encapsulacio (Fcaiculado 279,973 > Fritico
3,885 € Feaculado 224,885 > Feriico 4,747, respectivamente, a= 0,05)
(tabela 16).
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Tabela 14. Eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e teor de quercetina nas
microparticulas lipidicas (n = 3).

Amostras Teor (%, m/m) EE%
MTLo1:25 3,36 +0,10 95,70 + 2,82
MTLo1:s0 0,52 +£0,01 29,35+ 0,61
MBo1:25 3,84 +£0,06 99,80 + 1,68
MBou:s0 1,95+0,05 99,57 +£2,50
MBLoy:25 3,10+0,11 88,51 + 3,19
MBLo1:50 1,69 + 0,04 94,47 + 2,26

Tabela 15. Andlise da variancia (ANOVA) do teor de quercetina das
microparticulas.

Fon_te . da SQ* GL** MQ*** Fcalculado Fcrl’tico
variacao

Tipo de lipidio 2,719 2 1,359 173,050 3,885
Massa de 18,788 1 18,788  1391,740 4,747
quercetina

Tipo de Lipidio + 1,560 2 0,780 99,320 3,885
Massa de

quercetina
Residuo 0,094 12 0,008
Total 23162 17 1,362

SQ* é a soma dos quadrados; GL™ o grau de liberdade; e MQ™ a média
dos quadrados. a.= 0,05

Tabela 16. Anélise da variancia (ANOVA) da eficiéncia de
encapsulagdo da quercetina nas microparticulas.

Fon_te . da SQ* GL** MQ*** Fcalculado Fcrl’tico
variacao

Tipo de lipidio 4572944 2 2286,472 279973 3,885
Massa de 1836,584 1 1836,584 224,885 4,747
quercetina

Tipo de Lipidio 4821,761 2 2410,880 295,206 3,885
+ Massa de

quercetina
Residuo 98,001 12 8,167
Total 11329,290 17 66,429

SQ* é a soma dos quadrados; GL™ o grau de liberdade; e MQ™ a média
dos quadrados. o. = 0,05
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Através do pos-teste pode-se observar que nenhum dos teores foi
estatisticamente semelhante. Quanto a eficiéncia de encapsulacéo,
somente ndo existe diferenca significativa entre as amostras MBg.55 €
MBaqis0, indicando que a proporgéo de quercetina:lipidio (m/m) ndo
interfere neste parametro, assim como nos casos das amostras MB g5 €
MTLqi25, € nas amostras MBqis0 € MBLg1:50, Sugerindo que nestas
proporcdes de quercetina:lipidio ndo existe diferenca entre o trimiristato
de glicerila com lecitina de soja e o behenato de glicerila, e a adi¢do ou
auséncia de lecitina de soja nas microparticulas preparadas a partir do
behenato de glicerila, respectivamente.

32 AVALIAGAO DA ESTABILIDADE QUIMICA DA
QUERCETINA FRENTE AS CONDICOES DE PREPARO DAS
MICROPARTICULAS LIPIDICAS

Com o objetivo de avaliar a estabilidade quimica da quercetina
frente as condicdes de preparagdo, os espectros de absorcdo no UV/Vis
das solucdes obtidas apds extracdo da quercetina das microparticulas
com metanol foram comparados com aqueles obtidos a partir de
solucbes de quercetina submetidas a diferentes condigdes de estresse
(Figuras 10).

O espectro no UV/Vis de flavonoides exibe duas principais
bandas de absor¢do na regido de 240 — 400 nm. A banda | (300 — 380
nm) é associada com absorcdo devido ao sistema cinamoil no anel B, e a
banda Il (240 — 280 nm) associada com absorc¢do devido ao sistema
benzoil no anel A. Para a quercetina, essas duas bandas exibem
maximos de absorcdo a 373 e 257 nm, respectivamente (NASEEM et
al., 2004; TIMBOLA et al., 2006) (Figura 10A).

As figuras 10B, 10C e 10D mostram os espectros de absorcéo da
quercetina submetida a degradagdo por hidrélise alcalina, oxidacdo
induzida por peréxido de hidrogénio e degradacdo induzida pela
temperatura, respectivamente.

Zhou, Kikandi e Sadik (2007) sugerem que o mecanismo de
degradacdo da quercetina envolva a oxidacdo da molécula levando a
formac&o de uma estrutura fenoil, semi-quinona, 0-quinona e metano p-
quinona. A instabilidade destas moléculas faz com que estas sejam
induzidas a sucessivos processos de tautomerizacdo ou rearranjo. A
esterificacdo ou a produgdo de produtos acidos, devido presenca de
solvente também foi observada pelos autores, que propdem a posterior
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formac8o de dimeros de acidos fendlicos. A producdo destes produtos
de degradacdo se reflete nos espectros no UV. Junto aos principais picos
do espectro da quercetina, 373, 257 nm, e ombro em 272 nm, surge um
novo pico em 335 nm com absorbéncia elevada, indicando a formagéo
da estrutura quinona. A absorbancia deste pico comeca ser reduzida para
0 desaparecimento do ombro em 272 nm, surgindo outro pico em 293
nm. Entdo ocorre um deslocamento hipocrémico de 373 para 335 e
depois para 293 nm, indicando que o sistema de conjugacdo da
quercetina foi reduzido e subsequentemente destruido. Finalmente,
ambos picos em 293 e 255 nm aumentam.

Estes eventos descritos pelos autores foram confirmados através
da hidrolise alcalina da quercetina em pH 9,0, a 80 °C nos tempos de 1,
2,3,4,5e6 horas.

Abs

200.00 2%0.00 200.00 220.00 <00.00 <2000

Figura 10. Espectros de varredura no UV/Vis das amostras: (A)
Solucgdo padrao de quercetina em metanol:agua (40:60, v/v) 5,0 mg/mL;
(B) Solucdo de quercetina induzida & hidrélise alcalina pH 9,0 apds 6
horas a 80° C; (C) Solucdo de quercetina induzida a oxidagdo na
presenca de perdxido de hidrogénio apds 6 horas; (D) Solucdo de
quercetina induzida a degradacdo térmica a 100° C apds 60 horas; (E)
Solucdo obtida apds extragdo da quercetina a partir de MTLqg2s; (F)
Solucéo obtida apos extracéo da quercetina a partir de MBLg1.5.

Através da figura 10 observa-se que a quercetina é fortemente
induzida a degradacdo em meio alcalino (pH 9,0), implicando no
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desaparecimento das bandas caracteristicas da quercetina no espectro
UV/Vis, com o surgimento de uma banda Gnica em 292 nm. Quando
induzida a oxidacdo na presenca de perdxido de hidrogénio (figura
10C), a estrutura do sistema catecol parece ndo sofrer alteracdo, ao
contrario dos anéis A e C, cuja banda caracteristica ndo pode ser
visualizada. Segundo Zhou e colaboradores (2007), a oxidacdo da
porcao catecol no anel B é uma reacdo reversivel, enquanto a formacéo
de pontes de hidrogénio intermoleculares entre o grupo hidroxila e o
oxigénio no anel B ou C, referente a banda I, corresponde a oxidacdo
irreversivel do grupo hidroxila na posicéo 3 do anel C.

Os espectros das solugdes de quercetina obtidas ap6s extragdo do
farmaco a partir das microparticulas lipidicas ndo apresentaram
alteragBes nos maximo de absorcdo (Figura 10E e 10F), indicando que o
método de preparo das microparticulas lipidicas ndo induziu a
degradacdo da quercetina, e que esta se apresenta quimicamente estavel,
independentemente da técnica utilizada ou da composicdo das
microparticulas.

33 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
MICROPARTICULAS LIPIDICAS

3.3.1 Avaliacdo da morfologia das microparticulas lipidicas

As fotomicrografias obtidas por MEV a partir das microparticulas
lipidicas preparadas com trimiristato de glicerila (MTL) exibem
particulas esféricas, com tamanhos menores que 20 um, superficie
rugosa e tendéncia a formar aglomerados (Figura 11). A amostra
MTLo125 demonstra também a deposicdo de cristais de quercetina no
exterior da particula, indicando um excesso desta substancia foi
adicionado a formulacdo (Figura 11B). A presenca de cristais de
quercetina ndo foi observada quando a menor quantidade de quercetina
foi empregada (Figura 11C).
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10kV X800 » 20pmmy, £ &)

Figura 11. Micrografias de: (A) MTL; (B) MTLq1.25; € (C) MT Ly 5.

As fotomicrografias obtidas a partir das microparticulas lipidicas
preparadas a partir do behenato de glicerila apresentam particulas de
formato esférico a irregular, de cerca de 70 um, e superficie bastante
porosa e rugosa. A morfologia ndo pareceu ser afetada pela adigdo de
lecitina de soja na formulagdo. Nas amostras MBgis € MBLgi2s
(Figura 12B e 12E, respectivamente) fica evidente a presenca de cristais
de quercetina no exterior das microparticulas, porém em quantidade
muito menor que na amostra MTLoips (figura 11B). Cristais de
quercetina ndo foram visualizados nas amostras preparadas com a
proporcdo de farmaco de 1:50 (Figura 12C e 12F). O alto diametro
geométrico observado estar associado a sensibilidade as microparticulas
ao feixe de luz do microscopio. As microparticulas menores tendem a
serem facilmente corrompidas no processo de analise, restando somente
as microparticulas maiores.



89

10kV X200 100pm 10kV X200 100pum

X200 100um

A X200  100um

Figura 12. Micrografia de: (A) MB; (B) MBgi.2s; (C) MBgiso; (D)
MBL; (E) MBLQ125, (F) MBLQ1;50.

Varios estudos relatam a baixa capacidade de microparticulas
constituidas de ésteres de glicerila em encapsular farmacos, em especial
quando lipidios puros, como a triestearina ou tripalmitina, sdo utilizados.
Nesses casos, particulas apresentando uma ordem cristalina maior séo
geradas e, desde que os farmacos sdo incorporados entre as cadeias de
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acido graxo, um cristal altamente ordenado ndo pode acomodar grandes
quantidades dos mesmos (WISSING; KAYSER. MULLER, 2004). Isso
pode explicar a presenca de uma grande quantidade de cristais de
quercetina na amostra MTLq;.25, conforme observado por MEV, assim
como a razdo pela qual a adicdo de maior quantidade de quercetina
conduziu a obtencdo de uma elevada eficiéncia de encapsulacdo (ver
Tabela 14). Por sua vez, a baixa eficiéncia de encapsulacdo da
quercetina na amostra MTL ;.50 pode estar associada a cristalinidade do
lipidio, mas também a solubilizacdo deste polifenol na solugédo aquosa
de PEG 600 estearato 1% (m/V) e a sua eliminacdo durante a etapa de
lavagem das particulas.

O behenato de glicerila (Compritol 888 ATO), por outro lado, é
constituido por uma mistura de mono-, di e tri-ésteres de glicerideos e,
portanto, a alta organizacdo da matriz lipidica ndo é esperada. Isso
explica a menor quantidade de cristais de quercetina presente nas
formulagfes, mesmo quando a maior quantidade de farmaco foi
adicionada.

3.3.2 Determinacdo da densidade bruta e de compactacéo

Um dos fatores mais importantes para avaliacdo das propriedades
de aerossolizacdo dos pds é a densidade bruta e de compactacéo.
Segundo Bosquillon e colaboradores (2001), a redugdo da densidade dos
po6s, sem qualquer alteracdo no didmetro geométrico das particulas,
tende a aumentar sua fracdo respiravel deste, elevando a deposicédo in
vitro dos pos. A tabela 17 mostra os valores de densidade bruta e de
compactacdo das microparticulas preparadas a partir do trimiristato de
glicerila e do behenato de glicerila, obtidos conforme descrito em 2.4.2.



Tabela 17. Densidade bruta e de compactacdo das microparticulas

lipidicas.
Amostras Densidade bruta+c¢ Densidade de compactagdo £ ¢
(g/mL) (g/mL)

MTL 0,2045 + 0,0026 0,2404 +0,0019
MTLo1:25 0,2394 +0,0010 0,2937 +0,0033
MTLoa1:50 0,1856 + 0,0027 0,2204 + 0,0026
MB 0,1885 + 0,0027 0,2268 + 0,0066
MBo1.:25 0,1973 + 0,0055 0,2450 + 0,0017
MBo1:50 0,1913 +0,0030 0,2356 + 0,0030
MBL 0,1740 + 0,0048 0,2175 + 0,0055
MBLo1:25 0,2145 +0,0013 0,2715 + 0,0085
MBLoa:50 0,2232 + 0,0050 0,2653 + 0,0210

onde o é 0 desvio padréo.

As microparticulas apresentam densidades brutas e de
compactacdo em torno de 0,2 g/mL. Ungaro e colaboradores (2009)
sugerem um melhoramento das propriedades de aerossolizagdo de
microparticulas polimérica preparadas com PLGA podem ser alcancadas
com a reducdo da densidade (< 0,4 g/mL). Entretanto, poucos estudos
enfatizam a influéncia da densidade para microparticulas lipidicas.
Jaspart e colaboradores (2005) prepararam microparticulas lipidicas de
behenato de glicerila com densidade proxima a 0,7 g/mL, resultado
superior a densidade obtida neste experimento, porém sem afetar as
caracteristicas de aerossolizagdo do pd.

3.3.3 Determinacao da porosidade das microparticulas lipidicas

A porosimetria por intrusdo de mercurio tem sido extensivamente
utilizada na caracterizagdo de materiais. A técnica se baseia no fato de
que o mercurio se comporta como um fluido ndo-molhante em relagéo a
maior parte das substdncias. Por consequéncia, ndo penetra
espontaneamente nos poros de materiais a menos que se aplique uma
pressao sobre ele. Assim, durante o ensaio € medida a pressao realizada
sobre o mercurio, que por sua vez pressiona a amostra, € 0 volume de
mercirio que penetra a amostra. Como via de regra, quanto menor é o
tamanho dos poros, maior sera a pressdo necessaria para que 0 mercirio
penetre no poro (WRIGHT et al., 2010).

Nas figuras 13 e 14 podem-se observar as curvas de intrusdo de
mercUrio por pressdo e intrusdo de merclrio por didmetro dos poros,
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respectivamente. As caracteristicas porosimétricas das microparticulas
lipidicas encontram-se sumarizadas na Tabela 18.
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Figura 13. Curva de intrusdo acumulativa de mercurio pelo log da
pressdo das microparticulas lipidicas preparadas a partir do (1)
trimiristato de glicerila e do (1) behenato de glicerila. (IA) MTL; (IB)
MTLg15; (IC) MTLgus0; (1HIA) MB; (11B) MBgi.2s; (I11C) MBL; (1ID)
MBLg1:25.
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Figura 14. Curvas de intrusdo porosimétrica obtidas a partir das
microparticulas lipidicas preparadas com (l) trimiristato de glicerila e
(1) behenato de glicerila: (IA) MTL; (IB) MTLqi2s (IC) MTLqga:s0;
(I1A) MB; (11B) MBgz.25; (11IC) MBL; (11D) MBLqgj:25.
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Tabela 18. Caracteristicas porosimétricas das microparticulas lipidicas

Amostra Diametro p aparente  Porosidade Area
médio dos esquelética (%) total dos

poros (g/mL) poros

(hm) (m’/g)
MTL 1602,3 1,4039 83,83 9,220
MTLo1:25 1988,7 1,4801 85,94 8,309
MTL o150 2246,0 1,4688 84,86 6,797
MB 9487,0 0,8277 71,28 1,265
MBq1:25 45994 0,8387 68,83 2,290
MBo1:50 4365.7 0,8354 69,70 2,189
MBL 6762,9 0,8113 73,43 2,014
MBLo1:25 4883,9 1,1481 76,29 2,296
MBLo1:50 41775 0,8196 69,07 2,724

As microparticulas lipidicas apresentam alto grau de porosidade,
de 7128 a 85,94%. As microparticulas preparadas a partir do
trimiristato de glicerila apresentam-se mais porosas que aquelas
preparadas a partir do behenato de glicerila. Estas particulas ainda
possuem menor didmetro de poro e maior area total dos poros Este fato
é confirmado por microscopia eletrénica de varredura, item 3.3.1. No
entanto, os espagos entre as particulas sdo intrudidos por mercurio,
sendo contabilizados como poros, fato que explica a presenca de
“poros” de diametro de cerca de 100 pm, como observado nas curvas de
intrusdo diferencial por didmetro dos poros (Figura 14), sendo assim, o
mercurio pode intrudir os poros das microparticulas e o espaco entre as
microparticulas.

3.3.4 Avaliacdo do tamanho médio e distribuicdo granulométrica
das microparticulas lipidicas.

3.3.4.1 Tamanho e distribuicdo granulométrica das particulas (MMGD)

As figuras 15 e 16 apresentam os graficos de distribuicdo de
tamanho das microparticulas lipidicas preparadas a partir do trimiristato
de glicerila e behenato de glicerila, respectivamente, e na tabela 19 estdo
dispostos os valores de dige, dsge € dgoo Médios das amostras, além dos
valores de didmetro geométrico médio (D, 3) e span.
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Figura 15. Graficos de distribuicdo de tamanho de particula das
microparticulas lipidicas preparadas a partir do trimiristato de glicerila:
(A) MTL; (B) MTLQ125, e (C) MTQ1;50.
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Figura 16. Graficos de distribuicdo de tamanho de particula das
microparticulas lipidicas preparadas a partir do behenato de glicerila:
(A) MB; (B) MBQ1;25; e (C) MBQ1;50, (D) MBL; (E) MBLles, e (F)
MBLQ1;50.



Tabela 19. Didmetros geométricos médios das microparticulas lipidicas.
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Amostra digs £ 6 500 £ 6 dgoop £ 6 d4’3 to Span+o
MTL 1,41 +0,52 6,84 £ 0,92 18,99 + 0,65 6,67 = 2,56 2,56 £1,04
MTLo1:25 1,22 £0,37 6,33 +1,65 18,36 + 1,58 8,43+1,84 2,71 £0,99
MTLo1:50 1,21+0,40 559+131 1491 + 3,48 6,96 = 3,80 245+£175
MB 2,04 £0,40 25,62 +1,30 77,38 £ 2,66 34,30 £1,84 2,94 £0,90
MBo1:25 2,12 +0,78 17,53 + 3,45 51,90 + 4,96 23,11 £2,45 2,84 £0,85
MBo1.:50 2,03+£1,03 20,72 £ 3,22 66,22 + 3,69 30,61 £1,25 3,20+1,83
MBL 1,27 £0,08 6,23 £1,99 56,61 +5,41 18,16 +£2,52 8,88 +1,61
MBLo1:25 1,44 +0,51 9,04 £2,03 56,10 £1,35 26,71 £2,95 6,05+1,73
MBLo;:50 1,42 £ 0,67 7,87 £3,28 50,95 + 1,62 22,93 £2,02 6,29 £2,76

onde ¢ ¢ o desvio padrio.
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Como pode ser observado na tabela 19, as microparticulas
lipidicas preparadas a partir do trimiristato de glicerila (MTL)
apresentaram valores de dsq, (didmetro de particula correspondente a
50% da distribuicdo acumulada) variando entre 559 e 6,84 um e
didmetro médio em volume (didmetro correspondente a uma esfera de
igual volume), variando entre 6,67 e 8,43 um. As microparticulas
lipidicas preparadas com behenato de glicerila sem lecitina apresentaram
tamanhos de particulas maiores, como demonstrado pelos valores de
dso, € dg3. Esses valores foram reduzidos pela adicdo da lecitina,
sugerindo que este surfactante lipofilico contribui para a formagéo de
uma emulsdo mais fina. Entretanto, nesse caso os valores Span foram
elevados indicando que sistemas mais polidispersos foram obtidos. A
diferenca de tamanhos entre as microparticulas lipidicas pode estar
relacionada a presenca de lecitina de soja, que atua como tensoativo
lipofilico, estabilizando a emulséo e induzindo a reducdo do diametro
das microparticulas. No entanto, o uso da técnica de difusdo do solvente
a guente parece resultar na formacdo de microparticulas de distribuicdo
granulométrica mais uniforme (figura 15), provavelmente por
proporcionar uma distribuicdo mais homogénea da lecitina de soja no
trimiristato de glicerila. Por sua vez, o uso da técnica de
homogeneizacdo a quente, ndo parece proporcionar uma distribuicdo
homogénea da lecitina de soja no behenato de glicerila, uma vez que
pode-se observar uma distribuicdo granulométrica bimodal (figura 16D,
16E e 16F), formando particulas de diametros menores, estabilizadas
pelo tensoativo lipofilico lecitina de soja, e particulas de didmetros
superiores, acarretando em um aumento dos valores de span que
variaram de 6,05 a 8,88 (tabela 19).

3.3.4.2 Determinacao do diametro aerodinamico médio (MMAD)

Os valores de didmetro aerodindmico medio e didmetro
aerodindmico correspondente a 50% da distribuico acumulada
(MMADsy), calculados conforme equagdo descrita no item 2.4.4.2, sdo
apresentados na tabela 20. Como pode ser observado os valores de
MMAD variaram de 3,18 a 16,72 um, enquanto os de MMADsqq,
variam de 2,64 a 12,49 pm.
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Tabela 20. Diametro aerodinamico médio das microparticulas lipidicas
e didmetro aerodindmico correspondente a 50% da distribuicdo
acumulada

Amostra MMAD (pm) MMADsqg, (nm)
MTL 3,18 £1,22 3,26 £0,44
MTLog:25 3,84+0,84 2,89 +0,75
MTLoa1:50 3,28 +1,79 2,64 £ 0,62
MB 16,72 +£ 0,90 12,49 £ 0,63
MBoi:25 11,82 +1,25 8,96 + 1,76
MBo1:50 15,40 £ 0,63 10,52 £1,62
MBL 8,43 +1,17 2,89 £0,92
MBLoj:25 13,93+ 1,54 4,72 +1,06
MBLo;:50 11,54 +1,02 3,96 + 1,65

Para deposicdo adequada nas por¢des mais profundas do pulméo
é necessario que as microparticulas apresentem didmetro aerodinamico
médio entre 1 e 5 pm. As microparticulas preparadas com trimiristato de
glicerila demonstram um menor didmetro aerodindmico médio, cerca de
3 wm, sugerindo que estas microparticulas estejam aptas para
administracdo pulmonar. As microparticulas preparadas com behenato
de glicerila, independente da adi¢do de lecitina de soja, demonstram um
maior didmetro aerodindmico, entre 8,43 e 16,72 um. Este aumento era
esperado, uma vez que estas microparticulas demonstraram maior
didametro geométrico e menor grau de porosidade. Sendo assim, as
microparticulas preparadas com behenato de glicerila tenderiam a se
depositar nas por¢6es mais superiores do trato respiratério.

Ao analisar o didametro aerodindmico correspondente a 50% da
distribuicdo acumulada pode-se observar que 50% das microparticulas
preparadas com behenato de glicerila na presenca de lecitina de soja
apresentam didmetro aerodindmico variavel de 2,89 a 4,72 um,
possibilitando que esta fracdo respiravel, particulas menores de 5 um
que penetram nas regides mais profundas dos pulmdes, alcance o local
de a¢do, enquanto as demais particulas provavelmente se depositardo em
regides superiores. As microparticulas preparadas a partir do behenato
de glicerila na auséncia de lecitina de soja apresentam MMADsq, de
8,96 a 12,49 um, indicando que esta fracdo de 50% das particulas se
depositariam em regifes superiores do trato respiratério.

A fim de obter particulas com didmetro aerodindmico adequado e
baixa captura dos macr6fagos, Yang e colaboradores (2009), prepararam
microparticulas poliméricas porosas. Desta forma, o aumento da
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porosidade e a consequente reducdo da densidade das microparticulas
levaram a reducdo do didmetro aerodindmico. Por outro lado, os poros
aumentaram o diametro geométrico das particulas, fator que reduz a
probabilidade de captura dos carreadores pelos macrofagos.

Kwon e colaboradores (2007) também  prepararam
microparticulas  poliméricas para administracdo pulmonar. As
microparticulas possuiram diametros geométricos médio de cerca de 22
um, porém, em funcdo do alto grau de porosidade das microparticulas,
apresentaram diametros aerodinamicos médio de cerca de 3 um.

Sendo assim, as amostras MTLgi25 € MTLoiso apresentam
didmetros aerodindmicos médios adequados para administracdo
pulmonar. As formulagdes MBLgis € MBLgiso, por sua vez,
apresentam uma porcao respiravel referente a 50% das microparticulas,
sendo capaz de se depositar adequadamente no trato respiratorio.
MBo1:2s € MBg1:50 poderiam se depositar em regifes superiores, mas
ainda possibilitando a liberagdo da quercetina no sitio de acéo.

3.3.5 Avaliacdo das propriedades de fluxo das microparticulas

A propriedade de fluxo foi avaliada pelo indice de Carr como
descrito no item 2.4.5. A tabela 21 apresenta os valores do indice de
Carr e a classificacdo da fluidez.

Tabela 21. indice de Carr e classificacdo da fluidez das microparticulas
lipidicas

Amostra indice de Carr (%) Fluidez
MTL 14,93 + 0,22 Bom
MTLo1:25 18,49 £ 0,22 Favoravel a toleravel
MTo1:50 15,79 + 0,30 Bom
MB 16,89 + 0,55 Bom
MBo1:25 19,47 + 0,56 Favoravel a toleravel
MBo::s0 18,80 £ 0,38 Favoravel a toleravel
MBL 20,00 £0,75 Favoravel a toleravel
MBLo;:25 20,99 £ 0,67 Favoravel a toleravel
MBLQ1;50 15,87 £1,30 Bom

Os valores do indice de Carr apresentaram pequena variacéo,
entre 14,93 e 20,99%, indicando que os pds apresentam fluidez variavel
de boa a favoravel/toleravel. Indicando que provavelmente seria
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necessaria a adicdo de excipientes para melhoria da fluidez do pés para
administracdo das microparticulas lipidicas por via pulmonar.

3.3.6 Difracéo de Raios-X

As figuras 17, 18 e 19 mostram os perfis de difracdo de raios-X
das microparticulas lipidicas e das matérias-primas utilizadas na
preparagdo destas. As tabelas 22 e 23 mostram os valores das distancias
interplanares, segundo a Lei de Bragg, e formas polimérficas das
matérias-primas e das microparticulas preparadas a partir do trimiristato
de glicerila e do behenato de glicerila, respectivamente.
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Figura 17. Difracdo de raios-X das amostras; (I) visualizacdo do padréo
de difracdo completo; (Il) padrdo de difracdo ampliado; sendo em (A)
Trimiristato de glicerila; (B) Quercetina; (C) Lecitina de soja; (D) MTL,;

(E) MTLqu:25; € (F) MTLgu:s0-
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Figura 18. Difracdo de raios-X das amostras; (I) visualiza¢do do padrdo
de difracdo completo; (Il) padrdo de difracdo ampliado; sendo em (A)
Behenato de glicerila; (B) Quercetina; (C) MB; (D) MBgis; € (E)
MBoz1:50.
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Figura 19. Difracdo de raios-X das amostras; (I) visualizacdo do padréo

de difracdo completo; (I1) padrdo de difracdo ampliado; sendo em (A)

Behenato de glicerila; (B) Quercetina; (C) Lecitina de soja; (D) MBL;

(E) MBLo1:25; € (F) MBLj.:50.
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Tabela 22. Distancias interplanares, segundo a Lei de Bragg, e forma
polimorfica dos cristais do trimiristato de glicerila e das microparticulas
lipidicas preparadas a partir deste triacilglicerol.

Amostra 20 d 20 d 20 d F.P.
() (m () (m () (nm)

Trimiristato 19,32 046 23,17 0,38 24,00 0,37
de glicerila
MTL 1926 046 23,10 0,38 2394 0,37

MTLoi1:25 1929 046 2310 0,38 2394 0,37
MTL o150 1929 046 2307 0,38 2400 0,37

jecheripos] =

onde F. P. é forma polimoérfica.

Tabela 23. Distancias interplanares, segundo a Lei de Bragg, e forma
polimérfica dos cristais do behenato de glicerila e das microparticulas
lipidicas preparadas a partir desta mistura de acilglicerais.

Amostra 20 d 20 d F.P.
() m ) (m)

Behenato de 21,16 0,42 23,34 0,38 '
glicerila

MB 21,20 0,42 23,53 0,38 B
MBo1.:25 21,20 0,42 23,40 0,38 B
MBa1:50 21,16 0,42 23,40 0,38 B'
MBL 21,16 0,42 23,40 0,38 B!
MBLoj:25 21,16 0,42 23,34 0,38 B
MBL o150 21,16 0,42 23,40 0,38 B

onde F. P. é forma polimorfica.

Através das figuras 17, 18 e 19 fica evidente que as
microparticulas lipidicas apresentam comportamento  cristalino
semelhante ao das respectivas materias-primas. Nas amostras MTLq; 25,
MBaqi:25 € MBLg1 25 pode-se observar a presenca de picos caracteristicos
da quercetina, indicando a presenca deste polifenol na forma cristalina
nas microparticulas.

Na amostra MTLo1:50 (figura 1711F), néo € possivel afirmar que a
quercetina se apresenta no estado cristalino, uma vez que 0s picos mais
intensos e caracteristicos da quercetina se sobrepde aqueles do
trimiristato de glicerila, e devido ao baixo teor de quercetina nesta
amostra, a intensidade dos eventos podem ocorrer abaixo do limite de
deteccdo do equipamento. Existem dois pequenos eventos em 12,40° e
em 27,21° que diferenciam a amostra MTLgi2s (figura 1711E) das
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demais microparticulas preparadas a partir do trimiristato de glicerila,
cuja intensidade é condizente aos 3,36% (m/m) de quercetina nesta
microparticula. Somado a sobreposicdo dos picos caracteristicos do
lipidio e do polifenol, existe a possibilidade de que nem toda a
guercetina presente nas microparticulas se encontre na forma cristalina,
reduzindo ainda mais a intensidade da difracdo nos angulos
caracteristicos.

Quanto as microparticulas preparadas a partir do behenato de
glicerila, as amostras MBQ1;25, MBQl:SO: MBLQ1;25 e MBLQ1;50,
apresentam picos nos angulos (20) em 11,67 — 11,71°, 14,54 — 14,64°, e
27,24 — 27,31° indicando a presenca deste flavonoide na forma
cristalina (figuras 1811D, 18IIE, 191IE, e 191IF respectivamente).

A quercetina, matéria-prima, apresenta um estado cristalino
diferente daqueles descritos na literatura, na tabela 24 é possivel
visualizar os principais picos encontrados no padrdo de difracdo de
raios-X experimental e de cinco padrfes encontrados na literatura. De
acordo com esta tabela, e os dados do espectro de difracdo de raios-X é
possivel presumir que a amostra de quercetina utilizada pode apresentar
uma mistura de formas cristalinas nas amostras QPA ou QPGa com a
amostras QPGb, conforme descrito e ilustrado por Borghetti e
colaboradores (2006).

Tabela 24. Posigéo (26) dos principais picos de difracdo de raios-X da
quercetina apresentada neste estudo e de cinco amostras de quercetina
encontradas na literatura.

Experimental Quercetina QPA QPGa QPGb QPGc

) @) )" ()" )" )"
14,07 1164 10,75 10,73 1351 454
26,51 17,84 1243 1241 1411 13,07
27,38 2132 2738 2738 2652 2604

- 27,18 - - - -

*NATARAJAN et al., 2010; " BORGHETTI et al., 2006.

Para avaliacdo da forma polimorfica dos lipidios foi utilizada a
Lei de Bragg para determinar a distancia interplanar. Uma vez que o
polimorfismo é caracterizado pela diferenga de empacotamento dos
cristais, este implica em variadas formas e diametros das células
unitarias. A forma a ¢é caracterizada por uma célula hexagonal (H) com
distancia interplanar de 0,42 nm. A forma [’, por sua vez, apresenta
célula ortorrdmbica perpendicular (O+) com distancias de 0,42 a 0,43



103

nm e 0,37 a 0,40 nm. Por fim, a forma 3 possui célula triclinica paralela
(TI), com distancia de 0,46 nm (HAGEMANN, 1988 apud BRESSON;
MARSSI; KHELIFA, 2005). Logo, observa-se que ndo existe variacdo
polimérfica dos lipidios durante a preparacdo das microparticulas
lipidicas, e que os lipidios trimiristato de glicerila e behenato de glicerila
se encontram nas suas formas polimorficas mais estaveis, B e B’,
respectivamente.

A cristalinidade dos lipidios trimiristato de glicerila e behenato de
glicerila, tanto como matriz das microparticulas quanto como matéria-
prima foi verificada por difracdo de raios-X através da presenga de picos
caracteristicos de materiais cristalinos em todas as formulagdes. Através
da Lei de Bragg foi determinado que a matriz lipidica das
microparticulas preparadas com trimiristato de glicerila, assim como a
respectiva matéria prima, se encontram na forma polimodrfica B,
enquanto a matriz lipidica das microparticulas preparadas com behenato
de glicerila, independente da adi¢do de lecitina de soja, bem como a
matéria-prima, se encontram na forma polimorfica B, evidenciando que
os lipidios se encontram na forma cristalina mais estavel mesmo quando
constituem a matriz lipidica das microparticulas.

3.3.7 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi utilizada para verificar a presenca ou
ndo de interacdo entre os lipidios utilizados e a quercetina. Esta técnica
apresenta como principal vantagem a facilidade de preparo das
amostras, a sensibilidade minima a interferéncia da 4&agua, o
detalhnamento espectral e a sensibilidade conformacional, além de
detectar vibragdes de baixa frequéncia (MANTANUS et al., 2011). As
figuras 20, 21 e 22 apresentam os espectros das microparticulas lipidicas
obtidos por espectroscopia Raman.
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Figura 20. Espectro Raman das amostras; (A) Trimiristato de glicerila;
(B) Quercetina; (C) MTL; (D) MTLQ125, (E) MTLQ1;50.
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Figura 21. Espectro Raman das amostras; (A) Behenato de glicerila; (B)
Quercetina; (C) MB; (D) MBQ1;25; (E) MBQ1;50.
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Figura 22. Espectro Raman do (A) Behenato de glicerila; (B)
Quercetina; (C) MBL; (D) MBLo;.s; (E) MBLy:s0.

Tabela 25. NGmero de onda (cm™) das matérias-primas obtidos
experimentalmente e descritos na literatura

Trimiristato de

Behenato de

Quercetina

glicerila glicerila
Nuamero de onda Namero de onda Namero de onda
(cm™) (cm™) (cm™)

Amostra Lit.? Amostra Lit®  Amostra Lit.°
1465 1465 1461 1465 - 1664

- 1452 1440 1440 1648 -
1442 1442 1424 1420 1615 1609
1439 1439 1371 - 1610 1604
1420 1418 1329 - 1591 1596

1368 1369 1295 1295 1588 -
1329 1337 1130 1130 1547 1548
1296 1296 1111 - 1463 1463
1248 1252 1062 1060 1437 1440
1128 1128 - 1410
1093 1094 1400 1398
1060 1061 1371 1371
1039 - - 1357
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1333 1328
1315 1315

- 1268
1206 1216
1176 1175
1012 1013

onde lit. sdo os dados obtidos através da literatura.
“Bresson; Marssi; Khelifa (2005); "Jores et al. (2005); “Cornard et al.,
1997.

Através da analise dos espectros Raman nas figuras 20, 21 e 22, e
da tabela 25 pode-se concluir que as matérias-primas utilizadas
apresentam mesmo perfil daqueles descritos na literatura, a excegdo da
quercetina, que apresenta ligeira diferenca, principalmente quanto a
alteracdo de numero de onda dos eventos. Isto pode estar relacionado a
uma provavel mistura de formas polimoérficas deste flavonoide. No
entanto, os estudos que descrevem os espectros Raman da quercetina
ndo citam ou discutem a forma polimoérfica deste polifenol, ndo sendo
possivel estabelecer uma relacdo direta entre os picos e a forma
polimorfica da quercetina.

Os espectros Raman das microparticulas lipidicas preparadas
tanto com trimiristato de glicerila, quanto por behenato de glicerila, ndo
diferiram muito dos espectros dos respectivos lipidios, exceto quanto a
intensidade de alguns deslocamentos Raman. No entanto, é visivel que
existe alteracdo do espectro Raman das microparticulas contendo
quercetina, e que a intensidade destas alteracGes é dependente da
concentracdo do polifenol.

Nas microparticulas preparadas a partir do trimiristato de glicerila
observa-se 0 surgimento dos deslocamentos Raman em 1591 e
1588 cm™, caracteristicos da quercetina, na amostra MTLg;2s. Este
evento ndo e perceptivel na amostra MTLqi50, provavelmente em
fungdo da intensidade Raman neste nimero de onda estar abaixo do
limite de detec¢do do equipamento, uma vez que esta amostra apresenta
menor teor de quercetina. N&o se pode afirmar que houve interagéo entre
a quercetina e o lipidio uma vez que 0s eventos caracteristicos da
quercetina coincidem com aqueles do trimiristato de glicerila, tornando
dificil a visualizacdo de deslocamentos dos nUmeros de onda
caracteristicos de cada matéria-prima.
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As microparticulas preparadas a partir do trimiristato de glicerila
conservam as caracteristicas do espectro da matéria-prima, indicando
manutencao das propriedades fisicas e quimicas do lipidio original.

Nas microparticulas preparadas com behenato de glicerila
observa-se 0 surgimento de um evento em 1400 cm™ devido & presenca
de quercetina na amostra MBg;25. Assim como observado para as
amostras preparadas com trimiristato de glicerila, ndo é possivel afirmar
a existéncia de interacdo entre a quercetina e o behenato de glicerila,
porém é evidente a presenca deste polifenol nas microparticulas. Além
disso, pode-se observar a conservacdo do padrdo de deslocamento
Raman do behenato de glicerila nas microparticulas preparadas a partir
deste lipidio.

N&o foi possivel analisar com precisdo as amostras preparadas
com behenato de glicerila contendo lecitina de soja, uma vez que a
intensidade dos eventos sofre grande influéncia da fluorescéncia da
lecitina de soja, provavelmente devido a presenca de atomos de fdsforo.
A fluorescéncia interfere aumentando fortemente a intensidade da linha
de base Raman, impossibilitando a comparacdo destes espectros com
aqueles das matérias-primas de quercetina e behenato de glicerila.
Claramente parece ter havido alguma espécie de interacdo entre o
behenato de glicerila e a lecitina de soja, pois esta interferéncia nao foi
observada nas amostras preparadas a partir do trimiristato de glicerila
(figura 22), que também contem lecitina de soja.

3.3.8 Analise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC)

Os lipidios utilizados no preparo das microparticulas, bem como
a quercetina, apresentam variagdes nas formas cristalinas. Em especial,
as propriedades cristalinas dos lipidios empregados na preparacdo de
microparticulas tm mostrado afetar as caracteristicas de incorporacéo e
liberago de farmacos (WISSING; KAYSER. MULLER, 2004). Assim,
a andlise por DSC foi realizada com o objetivo de caracterizar esses
polimorfos e as possiveis modificacGes durante a etapa de preparacéo
das microparticulas. A figura 23 e tabela 26 apresentam,
respectivamente, as curvas de DSC e os parametros termoanaliticos
obtidos ap6s analise de DSC dos lipidios e da quercetina empregados
como matérias-primas.
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Figura 23. Curvas de DSC do (A) Trimiristato de glicerila; (B)
Behenato de glicerila; (C) Quercetina dihidratada.

Zhang e colaboradores (2011) demonstram que a quercetina
apresenta dois eventos endotérmicos, 127,8 e 327,5 °C, e um evento
exotérmico a 357,1 °C. Na figura 23C é possivel identificar a presenga
destes eventos, sendo o primeiro caracteristico da perda de agua de
cristalizacdo, e o segundo evento, caracteristico da fusdo deste polifenol.

O trimiristato de glicerila cristaliza em quatro diferentes
polimorfos y,a, " e e sua formacdo depende das condigcdes de
preparacdo, incluindo velocidade de agitagdo e de resfriamento
(HARTEL, 2001). A forma o possui a tendéncia em se transformar
rapidamente na forma 3, que apresenta um empacotamento mais denso.
Das quatro formas, a forma 3 é a mais estavel, assim, a transicdo o a B,
viap~ é a rota seguida pelos triglicerideos para alcancar um 6timo
empacotamento das moléculas. Segundo Bresson, Marssi e Khelifa
(2005) as formas polimérficas o, B’ ¢ B do trimiristato de glicerila
apresentam temperaturas de fusdo de 32, 45 e 57 °C, respectivamente.
Logo, pode-se sugerir que o trimiristato de glicerila (Figura 23A)
apresenta forma cristalina p mais estavel.

O behenato de glicerila (Figura 23B), por sua vez, é uma mistura
do mono-, di- e tribehenato. Este lipidio se cristaliza, também, em
quatro formas polimorficas o, B°, Bi, ¢ B. Porém, para misturas de
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glicerideos, a forma polimoérfica mais estavel é a B°, decorrente da
presenca de dibehenato, induzindo a uma maior imperfeicdo no
empacotamento dos cristais (BRUBACH et al., 2007; LONG; ZHANG;
QIAN, 2006). Freitas e Miller (1999) relatam que este lipidio, como
matéria-prima, apresenta temperatura de fusdo de 72,2 °C, caracteristico
da forma f’, a mais estavel para o behenato de glicerila.

Nas figuras 24, 25 e 26 pode-se observar as curvas
termoanaliticas das microparticulas lipidicas preparadas a partir do
trimiristato de glicerila e do behenato de glicerila na auséncia e presenca
de lecitina, respectivamente. Na tabela 24 encontram-se sumarizados 0s
eventos térmicos obtidos a partir das respectivas curvas de DSC.

(A)

(B)

(©)

ﬂ\/ (E)

1285 150 175 200

Energia (mW/mg)

Temperatura (°C)
Figura 24. Curvas de DSC obtidas ap6s anélise das microparticulas de
trimiristato de glicerila: (A) Lecitina de soja; (B) Trimiristato de
gllcerlla, (C) MTL, (D) MTLQ125, (E) MTLQ150

Ao analisar a figura 24 em conjunto com a tabela 26 fica evidente
gue ndo houve deslocamento do evento de fusdo do trimiristato de
glicerila (56 °C), indicando a manutengdo do polimorfo B do lipidio
mesmo apdés a formagdo das microparticulas, corroborando com os
resultados observados por difracdo de raios-X (item 3.3.6). Pode-se
observar, ainda, que ndo houve reducdo da cristalinidade do lipidio,
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guando comparado com a matéria-prima, fator que pode ter contribuido
para a baixa incorporacdo de quercetina nestas microparticulas.
Igualmente, quando as microparticulas de behenato de glicerila foram
analisadas (figuras 25 e 26), ndo foram observadas alteracGes
significativas nos eventos endotérmicos referentes a fusdo do lipidio,
indicando a inexisténcia de alteracdo das suas propriedades cristalinas
durante a etapa de preparagdo das microparticulas.
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Figura 25. Curvas de DSC obtidas apds anélise das microparticulas de
behenato de glicerila na auséncia de lecitina de soja: (A) Behenato de
gllcerlla, (B) MB; (C) MBQ1;25; (D) MBQ1;50.
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Figura 26. Curvas de DSC obtidas ap6s andlise das microparticulas de
behenato de glicerila na presenca de lecitina de soja: (A) Lecitina de
soja; (B) Behenato de glicerila; (C) MBL; (D) MBLqj.25; (E) MBLo1:50.

Tabela 26. Parametros termoanaliticos obtidos a partir das curvas de
DSC das matérias-primas e das microparticulas lipidicas.

Amostra T (°C)" AH@lg)” CR(%)
Quercetina diidratada 327,16 -145,06 -
Trimiristato de glicerila 56,57 -209,20 100,00
MTL 56,59 -197,04 94,19
MTLo1:25 56,82 -206,15 98,54
MTLo1:50 56,39 -188,04 89,88
Behenato de glicerila 73,23 -121,89 100,00
MB 72,89 -131,40 107,80
MBq1.25 72,70 -119,73 98,23
MBa1:50 73,31 -130,17 106,79
MBL 72,07 -136,40 111,90
MBLo1:25 71,97 -128,44 105,37
MBLo1:50 71,34 -135,09 110,83

onde T ¢ a temperatura de fusdo; AH (J/g)  é variaco da entalpia no
evento de fusdo; CR ¢ a cristalinidade relativa do lipidio.
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A presenca da quercetina no estado cristalino ndo pode ser
avaliada uma vez que em torno de 300 °C existe uma alteracdo na linha
de base de carater exotérmico, possivelmente em funcédo da degradacéao
dos componentes das microparticulas, impossibilitando a detec¢do do
evento de fusdo da quercetina na forma cristalina. Este evento pode estar
associado ao efeito fumaca decorrente da degradacdo do grupo glicerol
presente nos acilgliceréis.

34 ENSAIO IN VITRO PARA AVALIACAO DO PERFIL DE
LIBERACAO DA QUERCETINA NAS MICROPARTICULAS
LIPIDICAS

3.4.1 Selecao do meio de dissolugéo

3.4.1.1 Avaliacéo da estabilidade da quercetina nos diferentes meios de
dissolucéo

A realizacdo de ensaios de dissolucdo requer a prévia avaliacdo
da estabilidade e da solubilidade no meio de dissolucdo para garantir
gue 0 método seja confidvel e possa ser empregado para avaliar a
velocidade com que o farmaco é liberado no meio. A quercetina é
extensamente degradada em pH neutro e alcalino em um processo
dependente de oxigénio. Segundo Zenkevich e colaboradores (2007)
ocorre ionizagdo das hidroxilas do anel C, induzindo a formacdo de
peroxidos intermedidrios, seguindo para a formacdo de posteriores
produtos de degradacdo. A figura 27 exibe os espectros da quercetina
em diferentes meios de dissolucdo antes e apds 24 horas de agitacdo ao
abrigo da luz, onde a figura 271 apresenta os espectros no UV da
quercetina em tampédo fosfato pH 7,4. Neste pode-se observar o
desaparecimento da banda caracteristica do grupo catecol do anel C,
provavelmente devido alteracdo estrutural que ocorreu nesta porcdo da
molécula. Kitson (2004) evidenciou que a velocidade de degradacéo da
quercetina é reduzida na presenca de albumina sérica bovina (BSA) e
pela adicdo de acido ascorbico. O BSA tende a se ligar as hidroxilas
ionizadas da quercetina, impedindo a formag&o dos peroxidos, mantendo
as caracteristicas do flavonoide. O &cido ascérbico € um agente
antioxidante, atuando diretamente no combate da oxidacéo do polifenol.
Assim, na tentativa de realizar estudos de dissolugdo da quercetina em
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tampao fosfato pH 7,4, diversos meios contendo BSA e antioxidantes
em diferentes concentracdes foram testados, afim de aprimorar a
propriedade do BSA em impedir a degradacdo por oxidacdo da
quercetina. A solubilidade da quercetina em meio aquoso €
extremamente baixa, para que quantidades detectaveis de quercetina
pudessem ser analisadas foi adicionado PEG 400 com objetivo de
aumentar a solubilidade desse composto em meio aquoso.

Observa-se que o BSA individualmente ndo foi capaz de reduzir
a oxidacdo da quercetina no meio de dissolucdo (Figura 27111), assim
com a adicdo de &cido ascorbico e o metabissulfito de sddio 0,5% (m/m)
junto ao BSA (Figuras 271V, 27V, 27V1). A adi¢do de metabissulfito de
sodio 1,0% (m/m) junto ao BSA proporciona maior estabilidade a
quercetina (Figura 27VII), sendo que esta ndo é alterada pelo aumento
da concentracdo de BSA (Figura 27VIII e 271X). Nestas solugdes pode-
se observar maior integridade da banda referente ao grupo catecol.

Sendo assim, esses estudos indicaram que o meio de dissolugdo
PEG 400:tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 (2:8,V/V) contendo BSA 25 uM
e metabissulfito de sddio 1% mostrou ser promissor para o estudo de
liberacdo da quercetina, uma vez que ndo foram observadas alteracGes
nos espectros de varredura ap6s 24 horas (Figura 27VII). Porém, quando
executado o ensaio de liberacdo, a quercetina foi degradada nesse meio,
provavelmente por acdo conjunta do pH e da temperatura do meio de
dissolugdo (37 + 0,5 °C), se mostrando ineficiente para determinacdo do
perfil de liberacdo da quercetina a partir das microparticulas lipidicas
(dados ndo mostrados).
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Figura 27. Espectro no UV/Vis da quercetina (A) antes e (B) depois de
24 horas de agitagdo magnéticos nos meios de dissolucdo: (I) Tampéo
fosfato 0,1 M pH 7,4; (1I) PEG 400:tampéo fosfato 0,1 M 2:8 (V/V) pH
7,4; (111) PEG 400:tampéo fosfato 0,1 M 2:8 (V/V) contendo BSA 15
uM com pH 7.4; (IV) solugdo de PEG 400:tampao fosfato 0,1 M 2:8
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(V/V) contendo BSA 15 puM e acido ascorbico 0,05% (m/V) em pH 7.4;
(V) PEG 400:tampao fosfato 0,1 M 2:8 (V/V) contendo BSA 15 uM e
acido ascorbico 0,1% (m/V) em pH 7,4; (VI) PEG 400:tampéo fosfato
0,1 M 2:8 (V/V) contendo BSA 15 pM e metabissulfito de sédio 0,5%
(m/V) em pH 7,4; (VII) PEG 400:tampdo fosfato 0,1 M 2:8 (V/V)
contendo BSA 15 uM e metabissulfito de sodio 1,0% (m/V) em pH 7,4;
(V1) PEG 400:tampéo fosfato 0,1 M 2:8 (V/V) contendo BSA 25 uM ¢
metabissulfito de sédio 1,0% (m/V) em pH 7.4; (IX) PEG 400:tampédo
fosfato 0,1 M 2:8 (V/V) contendo BSA 50 uM e metabissulfito de sodio
1,0% (m/V) em pH 7,4; (X) PEG 400:Agua 2:8 (V/V) com pH 4,0; (XI)
PEG 400:Agua 3:7 (V/V) com pH 4,0; e (XIl) PEG 400:Agua 4:6 (V/V)
com pH 4,0.

Por outro lado, em pH &cido (< 5,0) a quercetina demostrou ser
estavel, conforme indicado nos espectros de absorcéo das Figuras 27X,
27X1 e 27XIl. Assim 0 meio de dissolucdo PEG 400:4gua pH 4,0 foi
selecionado para a realizagdo dos ensaios de dissolucdo. Ainda, a
solubilidade da quercetina foi avaliada nesse meio contendo diferentes
proporcOes de PEG 400:4gua. Os resultados estdo mostrados na tabela
30.

3.4.1.2 Avaliacdo da solubilidade da quercetina nos meios de dissolucao
selecionados

Como pode ser observada na tabela 27, a solubilidade da
quercetina aumentou consideravelmente com o aumento da proporgéo
de PEG 400. Para realizacdo do ensaio de liberagcdo da quercetina foi
respeitada a condicédo sink. Esta condicéo é a concentracdo onde ndo ha
saturacdo do meio e a velocidade de liberacdo é linear, sem sofrer
influéncia da saturacdo da quercetina no meio de dissolucdo (AULTON
et al., 2005).

Tabela 27. Avaliagdo da solubilidade da quercetina em misturas
apresentando proporcdes de PEG e 4gua.

Meio de dissolugao Solubilidade da quercetina
(pg/mL)
PEG 400:4agua 2:8 (V/V), pH 4,0 4,57 £0,02
PEG 400:agua 3:7 (V/V), pH 4,0 114,18+ 0,06

PEG 400:4gua 4:6 (V/V), pH 4,0 1025,85+ 0,04
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Portanto, a fim de em condigcdes inferiores a sink obter
concentracBes quantificaveis de quercetina. Os estudos de liberacéo,
entdo, foram conduzidos em uma mistura de PEG 400:Agua pH 4,0
(4:6,V/IV) uma vez que esta exibe maior solubilidade do polifenol.

3.4.2 Linearidade e limites de detec¢do e de quantificacéo

A figura 28 representa a curva de calibracdo da quercetina no
meio de dissolucdo. A curva de calibracdo da quercetina foi linear na
faixa de concentracdo de 1,0 a 12,0 pg/mL com coeficiente de
correlagdo de 0,9989 (y = 0,0682x - 0,004). A analise da variancia
confirmou a linearidade do método (Feacuiago 3614,248 > Fitico
2,510158, P = 0,05). O limite de deteccéo e de quantificagdo foram 0,27
+ 0,03 pg/mL e 0,83 + 0,08 ug/mL, respectivamente, indicando que 0
método foi suficientemente sensivel para determinar a concentracdo de
quercetina no meio de dissolugdo.

0.9+
0.8
0.7
0.6+
0.5+
0.4
0.3
0.2
0.1

l].l] L} L L L L L4
0.0 25 5.0 7.5 100 125 15.0

Concentracgéo (pg/mL)

Figura 28. Curva de calibragdo da quercetina em PEG 400:4gua pH 4,0
(4:6, VIV).

Absorbancia

y = 0,0682x - 0,004
r’ = 0,9988

3.4.3 Avaliacdo do perfil de liberacéo in vitro da quercetina a partir
das microparticulas lipidicas

Nas figuras 29, 30 e 31 pode-se observar os perfis de liberagdo da
quercetina a partir das microparticulas lipidicas de trimiristato de
glicerila e behenato de glicerila, na auséncia e presenca de lecitina,
respectivamente.
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Figura 29. Perfil de liberagdo da quercetina: (A) MTLoi2s; (A)
MTLo1:50; € () Quercetina livre.
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Figura 30. Perfil de liberacéo in vitro da quercetina: (A) MBg;.25; (A)
MBq1:50; € (0) Quercetina livre.
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Figura 31. Perfil de liberag&o in vitro da quercetina: (A) MBLg1.25; (A)
MBLg1:50; € (0) Quercetina livre.

Como pode ser visualizado na Figura 29, quando a quercetina foi
adicionada na propor¢do de 1:50 nas formulacdes de MTL, a liberacéo
do farmaco foi répida, e ocorreu com uma velocidade similar a do
farmaco ndo encapsulado. Enquanto a amostra MTLq; .50 liberou 50% do
seu teor em aproximadamente 2 horas, a amostra MTL g5 liberou a
mesma quantidade em cerca de 10 horas. Esta variacdo de perfil parece
estar relacionada ao teor de quercetina nas microparticulas, onde uma
maior concentracdo de quercetina tende a menor velocidade de
liberagdo. Por outro lado, como discutido anteriormente, a formulagdo
MTLq125 apresenta muitos cristais de quercetina ndo encapsulados e
seria esperado a obtencdo de um maior efeito burst no perfil de liberacéo
obtido a partir dessa formulacdo. No entanto uma maior velocidade de
liberagdo na MTLqgis0 pode ser explicada pela possibilidade da
quercetina se encontrar na forma molecular, facilitando sua difuséo para
0 meio de dissolucdo. Em contrapartida, o trimiristato de glicerila
apresenta alto grau de cristalinidade, e as condi¢cBes empregadas na
preparacéo das microparticulas ndo foram suficientes para reducdo da
cristalinidade da matriz lipidica. Entdo, devido a cristalinidade das
microparticulas, espera-se que haja uma reducdo na velocidade de
liberagdo do flavonoide, fato observado na amostra MTLq;:s.

As microparticulas lipidicas preparadas com behenato de glicerila
apresentaram perfis de liberacdo diferentes daqueles apresentados pelas
formulagfes preparadas a partir do trimiristato de glicerila. A amostra
MBoi2s liberou 50% da quercetina em aproximadamente 6 horas,
enquanto a amostra MBqso liberou a mesma porcentagem do
flavonoide em 7 horas. O retardo na liberagcdo da quercetina ocorrido na
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amostra MBg1:50 quando relacionado a amostra MBg;.»s pode estar
associado a diferenca no didmetro geométrico, onde microparticulas de
diametro inferior apresentam maior superficie de contato com o meio de
dissolugdo, facilitando o processo de liberagdo da quercetina. Com a
adicdo da lecitina de soja houve uma aceleracdo na liberacdo do
polifenol, as amostras MBLg125 € MBqs:50 liberam 50% da quercetina
em cerca de 3 e 6 horas, respectivamente. Este processo pode ocorrer
devido reducdo do diametro das microparticulas com a incorporacdo da
lecitina de soja. A reducdo do diametro implica em um aumento da area
de contato entre as particulas e o meio de dissolu¢do, aumentando a
possibilidade de migracdo da molécula da matriz lipidica para o meio de
dissolucdo. Com a reducdo do didmetro ocorre, também, uma reducédo
da rota para liberagdo do polifenol, ou seja, as moléculas de quercetina
percorrem uma menor distancia entre a microparticula e o meio de
dissolucdo. Este fator tendem a promover a elevacdo da velocidade de
liberacdo da quercetina.

Os perfis de liberagdo foram avaliados e comparados
estatisticamente, empregando os valores de eficiéncia de dissolucéo
(ED%) (tabela 28). Os resultados da ANOVA sdo mostrados na tabela
29.

Tabela 28. Resultados de eficiéncia de dissolugdo das microparticulas

Amostra Eficiéncia de dissolugéo (%6)
MTLo1:25 45,07 +0,30
MTLo1:50 76,04 + 2,35
MBo1:25 70,46 £ 3,48
MBo1:50 59,76 + 4,46
MBLoy.25 82,07 £3,76

MBLoi2s 67,78 +1,98
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Tabela 29. Analise da varidncia (ANOVA) (o = 0,05) obtida a partir da
eficiéncia de dissolucdo da quercetina a partir das microparticulas
lipidicas obtidos ap6s 24 horas de ensaio.

Fonte da Varia@é.o SQ* GL** MQ*** Fcalculado Feritico

Tipo de lipidio 646,710 2 323,355 36,167 3,885
Massa de 17,920 1 17,920 1,949 4,747
quercetina

Tipo de Lipidio + 1898,583 2 949,291 103,241 3,885
Massa de

quercetina
Residuo 110,339 12 9,195
Total 2673551 17 157,268

SQ* é a soma dos quadrados; gl” o grau de liberdade; e MQ™ a média
dos quadrados.
o=0,05

A analise da variancia (ANOVA) (tabela 29) indicou que as
microparticulas apresentam  diferencas significativas quanto a
velocidade de liberacdo da quercetina em funcdo do tipo de lipidio
(Featcutado 36,17 > Fritico 3,88), porém néo existe diferenca na quantidade
inicialmente adicionada de quercetina nas formulagdes (Fcaiculado 1,96 <
Feitico 4,75). Porém quando realizado o pds-teste de Tunkey de
comparacdo de médias alternadas, todas as amostras apresentam
diferenca estatisticamente significativa, inclusive aquelas com variacéo
da massa inicial de quercetina.

Sendo assim, as microparticulas lipidicas desempenham liberacéo
relativamente rapida para materiais altamente cristalinos. Este aumento
na velocidade de liberacdo pode estar relacionado a alta porosidade das
particulas, fator que eleva a area de superficie de contato do meio de
dissolucdo com as microparticulas.



4. CONCLUSOES
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e Foram preparadas microparticulas lipidicas a partir do
trimiristato de glicerila com boas propriedades de aerossoliza¢do, que
provavelmente se depositariam em regides mais profundas do pulmao.

e Foram preparadas microparticulas lipidicas a partir do behenato
de glicerila, contendo lecitina de soja, com boas propriedades de
aerossolizacdo, com uma fracdo respiravel que possivelmente se
depositaria em regides mais profundas do pulmao.

e Foi validado um método linear, especifico, preciso, exato, e
robusto para quantificacdo, por espectroscopia de absor¢do no UV, da
quercetina extraida a partir das microparticulas lipidica.

e Os métodos utilizados para preparacdo das microparticulas ndo
foram suficientemente agressivos para degradacdo da quercetina, sendo
a estabilidade quimica deste polifenol nas microparticulas lipidicas
comprovada mediante analise comparativa dos espectros no UV/Vis da
quercetina extraida a partir das microparticulas lipidicas e das solucdes
de quercetina induzidas a degradacao por estresse.

e As técnicas de preparacdo das microparticulas lipidicas foram
viaveis, produzindo particulas bastante porosas, de formato esférico,
com densidade bruta e de compactacéo préxima a 0,2 g/mL, conferindo
propriedades de fluxo entre boa e favoravel a toleravel, segundo calculo
pelo indice de Carr.

e As microparticulas preparadas com trimiristato estariam,
teoricamente, aptas para deposi¢do em regiGes profundas do pulméo,
uma vez que demonstra MMAD entre 1 e 5 um.

e As microparticulas preparadas com behenato de glicerila,
independentemente da adicdo de lecitina de soja, apresentem MMAD
superiores a 8,43 pum, sugerindo sua deposi¢do em regides superiores do
trato respiratdrio. Porém, as microparticulas preparadas com behenato
de glicerila na presenca de lecitina de soja apresentam uma fracdo
respiravel, onde cerca de 50% das particulas tendem a se depositarem
nas regides mais profundas dos pulmdes.

e As microparticulas preparadas com behenato de glicerila, na
auséncia de lecitina de soja, apresentam MMADsq, elevados, com
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fracdo fina capaz de se depositar nas regides superiores do pulméo,
promovendo liberacdo da quercetina.

e Os perfis de difracdo de raios-X das microparticulas lipidicas
sugerem que o trimiristato de glicerila e o0 behenato de glicerila,
constituintes da matriz lipidica das microparticulas, apresentam perfis
cristalinos semelhantes aos das matérias-primas. Este resultado foi
confirmado através da analise por calorimetria exploratéria diferencial
através da analise da entalpia de fusdo dos lipidios.

¢ O trimiristato de glicerila e o behenato de glicerila, e suas
respectivas microparticulas demonstraram indicios de que apresentam a
mesma forma polimérfica, B e fB°, respectivamente, quando analisadas
por difracdo de raios-X e por calorimetria exploratoria diferencial.
Demonstrando assim que os lipidios se encontram nas formas mais
estaveis em suas respectivas formulacoes.

¢ O ordenamento cristalino da matriz lipidica pode ser um fator
fundamental para a baixa eficiéncia de encapsulagdo da amostra
MTLq1:50 € para a presencga de cristais de quercetina na porgéo exterior
das microparticulas MTLq; 2s.

e As analises por espectroscopia Raman e calorimetria
exploratdria diferencial sdo inconclusivas quanto a interacdo entre 0s
lipidios e a quercetina.

o A espectroscopia Raman indica que possivelmente houve uma
interacdo, formagédo de blenda ou alteracdo da forma de disposicdo da
lecitina nas microparticulas preparadas com behenato de glicerila
guando comparado com aquelas de trimiristato de glicerila.

e As  microparticulas  lipidicas  apresentam  diferenca
estatisticamente significativa em termos de velocidade de liberacdo, em
funcdo da alteracdo massa inicial de quercetina e do tipo de lipidio.

o A amostra MTLq; .25, apresenta retardo acentuado na liberagéo
da quercetina, liberando somente 70% do polifenol em até 24 horas.
Este fator pode estar relacionado ao grau de cristalinidade do lipidio.
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¢ O aumento da eficiéncia de dissolu¢do das microparticulas de
behenato de glicerila contendo lecitina de soja pode ocorrer devido a
diminuicdo do didmetro das microparticulas. Outra possibilidade é a
presenca de quercetina em por¢des de lecitina de soja presentes na
matriz lipidica.

¢ As microparticulas lipidicas preparadas a partir do trimiristato
de glicerila tendem & deposicdo no trato pulmonar de forma mais
adequada para a administracdo da quercetina. Destaca-se a amostra
MTLg125 em fungéo de apresentar maior teor de quercetina, e maior
controle da velocidade de liberacéo deste polifenol. Apesar da presenga
de cristais de quercetina na por¢do exterior das particulas, os carreadores
estariam, possivelmente, aptos a liberar o flavonoide de forma adequada
nos pulmaes.

e As microparticulas lipidicas preparadas a partir do behenato de
glicerila na auséncia de lecitina de soja parecem inadequados para a
administragdo pulmonar em virtude dos altos didmetros aerodindmicos
(MMAD e MMADsy).

¢ As microparticulas lipidicas preparadas a partir do behenato de
glicerila na presenca de lecitina de soja apresentam uma fracdo
respiravel que provavelmente se depositaria em regides profundas do
pulmao, com uma fragdo secundéria depositadas nas por¢des superiores.
As amostras MBLgios € MBLoisg apresentam  eficiéncia de
encapsulagdo aceitavel, porém ndo apresentam grande capacidade de
controle da liberagdo do polifenol. No entanto, a amostra MBLq1.25
demonstra maior teor e menor velocidade de liberacdo da quercetina a
partir das microparticulas, se mostrando mais adequada para carrear este
flavonoide.

eSendo assim, as microparticulas MTLgi2s € MBLgios
despontam como os sistemas microencapsulados mais promissores, uma
vez que suas propriedades de aerossolizagdo sdo adequadas para a
administragdo pulmonar da quercetina.
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