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Resumo: Medicamentos inalatorios sdo formulagdes compostas por um carreador, normalmente lactose, e insumos
farmacéuticos ativos (IFAs), em sua maioria broncodilatadores ou corticoides ou ambos, sendo que os IFAs
representam uma fracdo minima em sua composi¢do. Além das lactoses e IFAs, as capsulas e os dispositivos inalatorios
complementam o produto e também impactam no desempenho do produto. A dispersdo dos IFAs na superficie das
particulas de lactose ¢ essencial para o melhor desempenho do produto, fazendo com que o processo de mistura, bem
como o tamanho de particulas dos IFAs e das lactoses sejam criticos. Um medicamento inalatorio referéncia foi
caracterizado pelas técnicas de microscopia Raman confocal e distribuicdo de tamanho de particulas por difragdo a laser
(PSD). Os resultados de ambas as técnicas foram correlacionados e comparados com PSDs de IFAs de 3 diferentes
fabricantes, visando identificar os pontos criticos do processo produto de medicamentos inalatorios e selecionar o
melhor fabricante para o desenvolvimento de um medicamento genérico ou similar.
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Correlation between Raman confocal microscopy and particle size distribution by laser
diffraction on the characterization of orally inhaled drug products

Abstract: Orally inhaled drugs are formulations composed of a carrier, usually lactose, and active pharmaceutical
ingredients (API), mostly bronchodilator or corticosteroids, or both, with API representing a minimal fraction in their
composition. Besides lactose and API, capsules and inhalation devices complement the product and impact in product
performance. The dispersion of API on the surface of lactose particles is essential for the best performance of the
product, making the mixing process, as well as the particle size of API and lactose, critical. A reference inhaled drug
product was characterized by confocal Raman microscopy (CRM) and laser diffraction. The results of both techniques
were correlated and the particle size distribution (PSD) of API of 3 different manufacturers were compared, aiming at
identifying the critical points of the inhaled drug products processing and selecting the best manufacturer for the
development of a generic or similar drug product.

Keywords: Raman confocal microscopy, particle size distribution, inhalable drug products, API.

Introduciao

Medicamentos inalatérios sdo responsaveis pela entrega local ou sistémica dos insumos
farmacéuticos ativos (IFAs) pela via pulmonar. O uso de medicamentos inalatérios tem grandes
beneficios para o paciente, como efeito mais rapido da medicacdo e uso de doses menores dos IFAs.
O uso da terapia inalatdria ¢ principalmente destinado para doengas do trato respiratorio, como
asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), fibrose cistica e infec¢des pulmonares, todavia,
a entrega sistémica dos medicamentos pode ser usada no tratamento de diabetes, cancer e doencas
neurologicas. !

O tamanho das particulas dos IFAs presentes em medicamentos inalatdrios ¢ bastante especifico,
com distribui¢do de tamanho de particulas (PSD — Particle Size Distribution) com a maior
propor¢ao do volume de particulas entre 1 pm e 5 um. Particulas abaixo de 1 um sofrem difusdo e
sdo expelidas no processo de expiracdo, enquanto parcelas acima de 5 um s3o impactadas na faringe
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e sdo deglutidas.> O principal processo de obten¢do de particulas dentro desta faixa & a
micronizacdo (jet-milling), em que as particulas sofrem colisdo entre si através de alto vacuo.
Entretanto, o material adquire muita energia estatica e se aglomera, tornando critico o processo de
mistura dos IFAs com o carreador.!*>,

A lactose monoidratada ¢ o carreador mais comum nos medicamentos inalatérios, por sua Otima
estabilidade fisico-quimica, baixa toxicidade, baixa higroscopicidade, apresenta grandes superficies
com capacidade de adesdo das particulas e podem facilmente ser selecionadas com diferentes
tamanhos de particula e, consequentemente, diferentes propriedades reologicas. Lactoses com
tamanhos menores podem melhorar a dispersdo de particulas menores na mistura, porém, aumentam
a coesdo do pd, enquanto particulas maiores acomodam os IFAs em suas superficies e aumentam a
fluidez do p6.%7

A técnica de andlise de distribui¢ao de tamanho de particulas por difra¢do a laser ¢ um processo de
dispersdo de materiais sob o movimento de um fluido, normalmente agua ou ar. O fluido em
questdo direciona as particulas através de um feixe de luz e um arranjo de detectores. Com a
incidéncia da luz nas particulas, ocorrem fendmenos dpticos como absorcdo, reflexdo, refracao e
difracdo. O feixe difratado nas particulas chega aos detectores, que por meio de um software,
calculam o tamanho das particulas.® O PSD na industria farmacéutica é, por via de regra,
expressado em porcentagem de volume.®? A microscopia Raman confocal (CRM — Confocal
Raman Microscopy) ¢ formada pela juncdo de duas técnicas muito comuns na industria
farmacéutica, a microscopia Optica e a espectroscopia Raman. A CRM ¢ muito usada para
mapeamento quimico de comprimidos, tendo como principal objetivo a engenharia reversa de
produtos, deformulagdo de tamanho de particulas, excipientes e de processos farmacéuticos.!%-!1?

O objetivo deste trabalho ¢ caracterizar um medicamento inalatorio pelas técnicas de PSD e CRM e
correlacionar qualitativamente as duas técnicas, indicando problemas na eficicia in vivo do
medicamento e no processo de mistura e selecionar o melhor fabricante de um farmaco para o
desenvolvimento de um produto genérico ou similar.

Experimental

CRM — microscopia Raman confocal

Para a caracterizagdo do medicamento referéncia por CRM, a formulag¢ao foi extraida das capsulas e
compactada em lamina de aluminio. Foi realizada uma montagem por microscopia de 9x6 quadros
em objetiva de 20 vezes de aumento, resultando em uma area de aproximadamente 1900000 pm?. O
equipamento utilizado foi o Renishaw inVia, modelo Qontor®.

Com a area preparada, os parametros de analise foram programados para 1 espectro Raman a cada 1
pixel, sendo que cada pixel corresponde a 1,3 um em ambos os eixos. Dessa maneira, foram
adquiridos mais de 1 milhdo de espectros Raman no mapeamento do medicamento referéncia. Foi
usado um laser no comprimento de onda de 785 nm, potencia de 50%, integracao de 1 segundo e 1
acumulagdo espectral por pixel.

PSD - distribui¢do de tamanho de particulas por difracdo a laser

O PSD dos IFAs no medicamento referéncia foi avaliado em um sistema liquido usando 4gua como
diluente por ndo solubilizar um dos IFAs presentes na formulacdo. O preparo de amostra, realizado
em triplicata, consiste em adicionar 1,2 g da formulagdo em 10 mL de 4gua, de maneira que a
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lactose seja solubilizada, restando cerca de 10 mg do IFA 1, que ¢ insoluvel. O IFA 2 estd em
propor¢ao de 1:20 em relacdo ao IFA 1 e ¢ levemente solivel em agua, portanto somente o IFA 1
ndo ¢ solubilizado. O equipamento utilizado foi um Beckman Coulter modelo LS13320.

Para efeito comparativo, foram avaliadas 3 matérias-primas de 3 fabricantes diferentes do IFA 1
estudado na formulagdo. As amostras foram preparadas com a adicdo do mesmo surfactante usado
no preparo do medicamento referéncia diretamente em 10 mg das matérias-primas,
homogeneizando com uma espatula ou bastdo de vidro. Foram adicionados 10 mL de 4gua nas
amostras ¢ homogeneizadas para suspensdo das particulas. As amostras foram preparadas e
analisadas em triplicata, seguindo o procedimento citado anteriormente.

Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta o mapeamento Raman do medicamento referéncia, com destaque nos circulos
laranjas para as particulas maiores que 5 um. Os espectros referentes ao IFA 1 estdo em azul e os
espectros referentes ao IFA 2 estdo em vermelho, enquanto a lactose estd em cinza e branco.
Observa-se que a lactose ¢ o maior componente da formulacdo e que o IFA 1 estd em maior
quantidade que o IFA 2.
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Figura 1 — Mapeamento Raman do medicamento referéncia com destaque (circulo laranja) para particulas
maiores que 5 pm. Em azul, particulas do IFA 1 e em vermelho particulas do IFA 2.

As particulas maiores que 5 um correspondem a aglomerados de particulas menores que ndo foram
dispersas no processo de mistura com a lactose na produ¢do do medicamento. Estas particulas ndo
produzirdo o efeito farmacoldgico esperado do medicamento, devido aos aglomerados impactarem
na faringe e serem deglutidos no uso do produto [3].

Os aglomerados além de impactarem negativamente na dose entregue do medicamento,
consequentemente ndo geram a efetividade maxima do medicamento, sendo desperdigado uma
fracdo importante dos farmacos na degluticdo. Um processo de mistura mais efetivo, com um
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cisalhamento maior ou maior tempo de mistura, pode desagregar essas particulas e fazer com que o
medicamento seja mais efetivo no tratamento farmacologico.

Para a andlise de PSD por difracdo a laser, o preparo das amostras ¢ muito importante para que os
resultados gerados sejam realmente condizentes com o observado na CRM. As amostras ndo foram
colocadas em ultrassom para que os aglomerados permanecam intactos durante a andlise e nao
sejam quebrados. Os resultados de PSD referentes as particulas dos IFAs suspensas com o
surfactante sdo apresentados na Figura 2 e Tabela 1, juntamente com as distribui¢des de tamanho de
particulas dos 3 fabricantes dos IFA 1.
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Figura 2 — Distribui¢do de tamanho de particulas do medicamento referéncia e dos fabricantes 1, 2 ¢ 3 do
IFA 1.

Tabela 1 — Resultados de distribuigdo de tamanho de particulas do medicamento referéncia ¢ dos
fabricantes 1,2 ¢ 3 do IFA 1.

Amostra Moda (um) dio (um) dso (um) doo (um)
Medicamento Referéncia 1,92 0,95 2,13 5,52
IFA 1 — Fabricante 1 2,79 0,74 2,15 481
IFA 1 — Fabricante 2 1,75 0,73 1,66 3,75
IFA 1 — Fabricante 3 1,45 0,69 1,48 3,10

Observa-se que no histograma de PSD do medicamento referéncia ha uma segunda moda entre 10
um e 20 um, referente aos aglomerados das particulas do IFA 1, em maior quantidade no
medicamento referéncia e também observados no mapeamento Raman do medicamento referéncia.
Os PSDs do IFA 1 dos trés fabricantes apresentam diferencas entre si, principalmente em relacao a
moda dos histogramas. O fabricante 2 possui a moda mais préxima do medicamento referéncia,
entretanto, os parametros dio, dso € doo € mais préximo do fabricante 1, devido ao PSD do
medicamento referéncia estar deslocado pelas particulas aglomeradas, entre 10 pym e 20 pum.

Para uma melhor correlacdo entre os fabricantes, foi avaliada a porcentagem de volume de
particulas entre 1 um e 5 pm, faixa de tamanho em que as particulas sdo inaladas. Os resultados
estdo na Tabela 2.
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Tabela 2 — Porcentagem em volume de particulas entre 1 um e 5 pum do medicamento referéncia e dos trés
fabricantes do IFA 1.

Amostra % Particulas 1 pm a 5 pm
Medicamento Referéncia 78,2
IFA 1 — Fabricante 1 75,9
IFA 1 — Fabricante 2 77,3
IFA 1 — Fabricante 3 75,1

A porcentagem em volume de particulas entre 1 um e 5 pm do medicamento referéncia ¢ mais
proxima do fabricante 2, apesar dos pardmetros dio, dso € deo ndo se serem os mais proximos dos
trés fabricantes.

Conclusoes

Os resultados obtidos pela microscopia Raman confocal e distribui¢do de tamanho de particulas por
difracdo a laser possibilitaram observar uma correlagdo qualitativa entre as técnicas na deteccao de
aglomerados, sendo que o processo de mistura com baixo cisalhamento ¢ o principal responsavel
por ndo desaglomerar as particulas. Pela técnica de PSD também foi possivel identificar o melhor
fabricante do IFA 1 para o desenvolvimento de um medicamento genérico ou similar pela
propor¢ao de particulas na faixa de 1 um a 5 um, intervalo de tamanho, onde as particulas t€ém
atividade pulmonar.
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