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Resumo

O acidente vascular cerebral isquémico é uma das principais causas de morte e a principal
causa de incapacidade a longo prazo em todo o mundo. Em razido do niimero reduzido de
opcoes terapéuticas e das suas limitacoes, h4 necessidade de encontrar formas alternativas

de prevenir e tratar casos de acidente vascular cerebral isquémico.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar a estabilidade fisica e quimica, a
libertacdo do farmaco, e a seguranca de formulacOes de acetato de segesterona (AS)
previamente desenvolvidas, uma microemulsao (ME) e trés nanoemulsdes O/A, uma neutra
(NEn), uma anio6nica e viscosa (NEa) e uma cationica (NEc), diluidas para se atingir uma

concentracdo alvo de AS de cerca de 0,48 mg/mL.

Foi desenvolvido e validado um ensaio de cromatografia liquida acoplado a detecao UV
para a quantificacao de acetato de segesterona. Testes de estabilidade fisica e quimica de
longo prazo foram conduzidos a trés temperaturas de armazenamento diferentes (4 °C, 25
°C e 40 °C) em dois lotes independentes. Perfis de libertacdo do AS in vitro foram
caracterizados usando Camaras de Ussing horizontal. Adicionalmente, a seguranca das
formulacGes foi testada usando um modelo comercial tridimensional de tecido nasal
humano cultivado in vitro (MucilAir™: Epithelix). Foi feita avaliacdo da resisténcia
transepitelial (TEER, do Inglés transepithelial electrical resistance), da libertacao de

Lactato Deshidrgenase (LDH) para o meio basal e 0 ensaio de reducdo da resazurina.

A respeito da estabilidade fisica, na ME houve aumento de tamanho médio e PDI ao longo
do tempo a todas as temperaturas, embora mais acentuado a 40 °C. Foi ainda possivel
verificar a ocorréncia de precipitacao do farmaco, principalmente a 4 °C, mas isto poderia
ser prevenindo reduzindo a concentracao inicial do firmaco. Ainda assim, a 4 °C e 25 °C o
tamanho médio de goticula manteve-se < 100 nm e os valores de PDI < 0,3, que podem ser
considerados valores aceitaveis. Quanto a NEa, esta foi apenas estavel do ponto de vista de
tamanho médio (< 200 nm) e PDI (< 0,2) apenas a 4 °C. A sua viscosidade manteve-se
estavel a 4 °C e 25 °C. A NEc manteve um tamanho médio préximo de 100 nm e PDI < 0,2
as 3 temperaturas, embora o PDI até tenha sido mais baixo a temperaturas > 25 °C. A NEn
mostrou um tamanho médio dependente da temperatura, sendo significativamente mais
baixo a 4 °C. O PDI nao teve grandes variacoes a nao ser a 40 °C, mas mantendo-se inferior

a0,2.



Quanto a estabilidade quimica, esta foi influenciada pela precipitacdo observada na ME, que
foi responsavel pela reducao do nivel de farmaco quantificado na ME ao longo do tempo.
Houve também uma reduc¢ao da concentraciao do farmaco na NEa. Nos primeiros lotes de
NEc e de NEn, a concentracido de farmaco permaneceu relativamente estavel ao longo do

tempo. Contudo, houve uma diminuicao da concentracao de AS a 40 °C na NEc no lote 2.

No que diz respeito ao perfil de libertacdo, foi possivel constatar a rapida velocidade de
libertacao inicial, a partir das nanoemulsoes neutras e cationicas, semelhante ou ainda
superior a velocidade conseguida com o controlo positivo, e a reducao da velocidade de
libertacdo a partir das formulac¢Ges anib6nicas, mais viscosas. As ME originaram resultados
semelhantes aos obtidos com o controlo negativo. Contudo, nenhuma levou a uma

libertacdao completa nas 6 h do estudo.

Quanto a seguranca in vitro, A ME foi segura a concentracao usada e a NEn mais diluida
(0,135 mg/mL AS) nao levou a uma alteracao significativa do TEER nem libertacao de LDH,
mas afetou inibiu parcialmente a reducao da resazurina. As NEa, NEc e NEn impactaram o
TEER e a reducao da resazurina, mas a mucosa pareceu recuperar. A NEc pareceu mais

toxica, com diminuicao mais acentuada do TEER e da metabolizagio de resazurina.

Concluindo, as formulagoes mais estaveis foram as nanoemulsées neutras e cationicas, a 4
°C e 25 °C, respetivamente. O perfil de libertacdo do farmaco a partir destas formulacoes é
também mais rapido embora, ndo tenha sido completo. Em relacdo a seguranca das
formulagoes, as ME sdo mais seguras, o que era esperado. No entanto, todas as formulacoes
foram mais seguras que os controlos positivos usados e permitiram a recuperag¢do do TEER
para valores normais. Em suma, tanto a ME como a NEn sdo bom candidatos para avancar
para estudo in vivo de administracao intranasal de AS, e podem vir a ser uma boa estratégia
para explorar as propriedades neuroprotetoras do acetato de segesterona no acidente

vascular cerebral isquémico.

Palavras-chave

Acetato de Segesterona; Acidente Vascular Cerebral; Microemulsdes; Nanoemulsoes;

Administragdo Intranasal
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Abstract

Ischemic stroke is a leading cause of death and the leading cause of long-term disability
worldwide. Due to the limited number of therapeutic options and their limitations, there is

a need to find alternative ways to prevent and treat ischemic stroke.

The objective of this work was to characterize and evaluate the physical and chemical
stability, drug release, and safety of previously developed segesterone acetate (SA)
formulations, a microemulsion (ME) and three O/W nanoemulsions, one neutral (nNE),
one anionic and viscous (aNE) and one cationic (cNE), diluted to reach a target AS

concentration of around 0.48 mg/mL

A liquid chromatography assay coupled to UV detection was developed and validated for
the quantification of segesterone acetate (SA). Long-term physical and chemical stability
tests were conducted at three different storage temperatures (4 °C, 25 °C and 40 °C) in
two independent batches. In vitro SA release profiles were characterized using horizontal
Ussing Chambers. Additionally, the safety of the formulations was tested using a
commercial three-dimensional model of human nasal tissue cultured in vitro (MucilAir™,
Epithelix). The transepithelial electrical resistance (TEER), the release of Lactate
Dehydrogenase (LDH) into the basal medium and the resazurin reduction assay were

assessed.

Regarding physical stability, in the ME there was an increase in the average size and PDI
over time at all temperatures, although more pronounced at 40 °C. It was also possible to
verify the occurrence of drug precipitation, mainly at 4 °C, but this could be prevented by
reducing the initial drug concentration. Still, at 4 °C and 25 °C the average droplet size
remained < 100 nm and the PDI values < 0,3, which can be considered acceptable values.
As for the aNE, it was only stable in terms of medium size (< 200 nm) and PDI (< 0,2) only
at 4 °C. Its viscosity remained stable at 4 °C and 25 °C. The cNE maintained an average size
close to 100 nm and PDI < 0,2 at the 3 temperatures, although the PDI was even lower at
temperatures > 25 °C. nNE showed a temperature-dependent average size, being
significantly lower at 4 °C. The PDI did not have major variations except at 40 °C, but

remained below 0,2.

Chemical stability was influenced by the precipitation observed in the ME, which was
responsible for the reduction in the level of the drug quantified in the ME over time. There

was also a reduction in the concentration of the drug in aNE. In the first batches of cNE and
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NEn, the drug concentration remained relatively stable over time. However, there was a

decrease in the concentration of SA at 40 °C in the ¢NE in batch 2.

With regard to the release profile, it was possible to verify the rapid initial release rate, from
the neutral and cationic nanoemulsions, similar to or higher than the speed achieved with
the positive control, and the reduction in the release rate from the anionic formulations,
more viscous. The ME produced results similar to those obtained with the negative control.

However, none led to complete release within the 6 h study.

Regarding in vitro safety, the ME was safe at the concentration used and the more diluted
NEn (0.135 mg/mL SA) did not lead to a significant change in TEER or LDH release, but
partially inhibited the reduction of resazurin. The aNE, ¢cNE and nNE impacted TEER and
resazurin reduction, but the mucosa appeared to recover. The ¢cNE appeared more toxic,

with a more pronounced decrease in TEER and resazurin metabolism.

In conclusion, the most stable formulations were neutral and cationic nanoemulsions, at 4
°C and 25 °C, respectively. The drug release profile from these formulations is also faster,
although not complete. Regarding the safety of the formulations, the ME is safer, which was
expected. However, all formulations were safer than the positive controls used and allowed
TEER recovery to normal values. In summary, both ME and SEN are good candidates to
advance to in vivo study of intranasal administration of AS, and may prove to be a good

strategy to explore the neuroprotective properties of segesterone acetate in ischemic stroke.

Keywords

Intranasal Administration; Microemulsions; Nanoemulsions; Segesterone Acetate; Stroke
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Capitulo 1

Introducao

O Acidente Vascular cerebral (AVC) é classificado como uma doenca cerebrovascular
causada por uma obstrucao do fluxo sanguineo cerebral. Este evento altera a perfusao
sanguinea normal para uma determinada parte do cérebro, levando a alteracoes metabdlicas

e celulares que, se mantidas por tempo suficiente, podem resultar em morte celular [1].

O AVC foi descrito pela Organizacao Mundial de Satde (WHO, do inglés World Health
Organization) em 1970 como uma sindrome com “sinais clinicos de desenvolvimento rapido
de distarbio focal (ou global) da funcdo cerebral, com duragido superior a 24 horas ou
levando a morte, sem causa aparente que nao seja de origem vascular”. Nos tltimos anos, a
Associacdo Americana do Coracdo (AHA, do inglés American Heart Association) e a
Associacdo Americana de AVC (ASA, do inglés American Stroke Association) consideraram
esta definicao desatualizada, porque se concentra principalmente nos sintomas clinicos e
nao reflete avangos significativos. Como resultado, em 2013, a AHA e a ASA reviram a
definicdo de AVC para incluir enfartes silenciosos (cerebrais, espinhais e retinais) e

hemorragias silenciosas [2].

O AVC isquémico € o tipo mais comum de AVC e geralmente é causado por um bloqueio da
artéria devido a codgulos sanguineos, resultando em suprimento sanguineo prejudicado
para uma determinada parte do cérebro. Os AVC isquémicos sdo causados por eventos
tromboticos ou embodlicos que levam a reducao do suprimento de sangue e oxigénio ao
cérebro [3]. A terapia farmacologica atual utilizada em pacientes diagnosticados logo apos
o inicio do evento isquémico é um medicamento trombolitico que atua como ativador do
plasminogénio tecidual (tPA, do inglés Tissue Plasminogen Activador), quebrando os
coagulos e restabelecendo o fluxo sanguineo normal. Além de outros riscos, a principal
desvantagem desta abordagem terapéutica é a sua curta janela de administracao de apenas
4,5 horas apos o inicio do evento de AVC isquémico. Devido as limitagoes do tPA e a
auséncia de alternativas, é necessario explorar e pesquisar novos tratamentos para AVC
isquémico [4]. O acetato de segesterona (AS) surge como uma possivel estratégia alternativa
de tratamento, uma vez que ja foi descrito o seu efeito neuroprotetor e melhoria na
recuperacao em eventos de AVC isquémico agudo [5]. Contudo, a sua baixa
biodisponibilidade oral e baixa solubilidade aquosa limitam a usa utilizacdo, e tornam
importante a investigagao de formas alternativas de formulacao e administracao. De facto,

o presente trabalho inseriu-se num projeto que teve como objetivo investigar um sistema



viavel de administracao intranasal de AS direcionado ao cérebro. Desta forma, pretendeu-
se reunir as propriedades benéficas do AS e as multiplas vantagens dos sistemas de
administracdo intranasal, utilizando micro e nanoemulsdes como veiculos de

administracao.

1.1  Acidente Vascular Cerebral

Devido ao envelhecimento da populacao, espera-se que o niimero absoluto de AVC aumente
dramaticamente nos proximos anos na Europa. Além do prognostico vital, os pacientes com
AVC também correm um risco aumentado de sequelas no primeiro ano do evento, incluindo
reinternamento, recorréncia do evento, deméncia e disttirbio cognitivo leve. Isto representa
um problema grave, sobretudo onde o racio de idosos na populagido tem vindo a aumentar,
causando elevados custos de hospitalizagao e reabilitacdo, bem como pressao nos cuidados
de satde publicos. Sabe-se que em paises mais desenvolvidos, cerca de um terco de todos

0s AVC ocorrem nessa faixa etaria [6].

As estimativas mais recentes da Global Burden of Diseases (GBD) em 2019 mostram que o
AVC continua a ser a segunda principal causa de morte (6,6 milhoes de pessoas) e a terceira
principal causa de incapacidade (143 milhoes de anos de vida ajustados a incapacidade
(DALY, do inglés Disability-adjusted life years) em todo o mundo [7]. De 1990 a 2019, em
termos absolutos, a incidéncia global de AVC aumentou em 70%, a prevaléncia aumentou
em 85%, a mortalidade aumentou em 43% e os DALY devido ao AVC aumentaram em 32%.
Houve grandes diferencas geograficas nas taxas de incidéncia de AVC padronizadas por
idade, mortalidade, prevaléncia e DALY, com as taxas mais altas na Europa Oriental, Asia e
Africa Subsariana [7]. Na Unido Europeia, o AVC afeta aproximadamente 1,1 milhdes de
habitantes todos os anos e causa cerca de 440 mil mortes. A medida que as populacdes
continuam a envelhecer, espera-se que os eventos de AVC e suas consequéncias a longo

prazo, e os custos equivalentes, aumentem consideravelmente [8].

O AVC pode ser classificado como hemorragico quando ha rutura de um vaso sanguineo que
resulta em sangramento; isquémico, quando h4a uma obstruc¢ao causando falta de oxigénio

e fornecimento de energia ao cérebro, ou ataque isquémico transitorio (AIT) [1,9].

O AVC hemorragico compreende 15% de todos os AVC e esta relacionado com altas taxas de
morbidade e mortalidade [1,9,10,11]. O AVC hemorragico pode ser subdividido em
hemorragia intracerebral (HIC) e hemorragia subaracnoidea (HSA). A lesao primaria deve-
se a compressao do tecido cerebral pelo hematoma e aumento da pressao intracraniana

(PIC). A lesao secundaria é causada por inflamacao, rutura da barreira hematoencefalica



(BHE), edema, superproducdo de radicais livres, como espécies reativas de oxigénio e
libertacao de hemoglobina e ferro do coagulo. O diagnostico e o tratamento precoces sdo
essenciais devido a rapida expansao da hemorragia, causando perda subita da consciéncia

e disfuncdo neurolégica.

O AVC isquémico € a principal causa de AVC, representando cerca de 85% de todos os
eventos de AVC [1,9,11]. A oclusao isquémica gera condicoes trombodticas e embdlicas no
cérebro. Na trombose, o fluxo sanguineo é afetado pelo estreitamento dos vasos devido a
aterosclerose. O actimulo de placa acabard por contrair a camara vascular e formar
coagulos, causando acidente vascular cerebral trombo6tico. Num acidente vascular cerebral
embolico, a diminui¢do do fluxo sanguineo para a regido do cérebro causa uma embolia; o
fluxo sanguineo para o cérebro diminui, causando stress severo e morte celular prematura
(necrose). A necrose é caracterizada por rutura da membrana plasmatica, inchaco dos
organelos e vazamento do contetido celular para o espago extracelular, e perda da funcao
neuronal. Outros eventos importantes que contribuem para a patologia do AVC sao
inflamacao, falha de energia, perda de homeostase, acidose, aumento dos niveis
intracelulares de calcio, excitotoxicidade, toxicidade mediada por radicais livres,
citotoxicidade mediada por citocinas, ativacio do complemento, comprometimento da

BHE, ativacao de células gliais, stress oxidativo e infiltracao de leucdcitos [9,12].

As razdes e os mecanismos para AIT s3o os mesmos indicados para as duas outras causas
de AVC, mas, neste caso, a restri¢cao do fluxo sanguineo dura menos de 24 horas. Apesar dos
sintomas durarem apenas por curtos periodos de tempo (< 1 hora), um AIT pode ser um

preditor e alerta para futuros derrames mais graves [9].

As areas ao redor da oclusao podem ser classificadas em dois tipos com base no grau de
isquemia: nicleo e penumbra. O nuacleo é a area submetida a isquemia total e aquela que
sofre dano irreversivel em minutos. A penumbra é uma regiao envolvendo o niicleo que nao
estd em isquemia total, mas hipoperfundida, levando a danos que podem ser revertidos se

o fluxo sanguineo para a area for restabelecido nas primeiras horas [1,10,13].

A regiao da penumbra é o foco de muitos farmacos com o objetivo de reduzir/bloquear os
eventos isquémicos em cascata que resultam em morte celular [6,11]. A capacidade de
diminuir a lesdo cerebral produzida por eventos isquémicos, sem atingir diretamente a
reperfusao tecidual, é chamada de neuroprotecao [7,13]. Ao contrario do que ocorre com o
uso de agentes direcionados ao restabelecimento do fluxo sanguineo, os agentes
neuroprotetores podem ser aplicados antes, durante e apos o evento isquémico. Isso leva a
um aumento da janela de administragao e, consequentemente, a melhores resultados apos

0 AVC isquémico [14].



As opcoes de tratamento do AVC isquémico visam principalmente a remocao do bloqueio
no fluxo sanguineo cerebral, seja por trombectomia endovascular (remocao cirtrgica do
coagulo) ou por trombolise [15]. As opcoes terapéuticas aprovadas para fase aguda do AVC,
essenciais para reduzir o grau de incapacidade e aumentar a sobrevivéncia, sdo ainda
bastante reduzidas. A aplicacao da terapéutica adequada nesta fase deve ser feita o mais
rapido possivel, uma vez que o tecido cerebral é extremamente vulneréavel a interrupc¢ao da
normal irrigacao sanguinea, fazendo com que um nimero elevado de células seja destruido
a cada minuto de isquemia. A nivel farmacologico, é maioritariamente utilizada terapéutica
fibrinolitica por via endovenosa podendo esta ser ou ndo associada a intervencoes
endovasculares, como é o caso trombectomia mecanica [14,16,17]. O ativador de
plasminogénio tecidual (tPA), a inica terapia medicamentosa aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) para AVC atualmente, tem sido eficaz na dissolucao de coagulos e na
restauracdo do fluxo sanguineo para o cérebro [18]. Embora a janela de tempo de
administracao de até 3 tenha sido estendida para 4,5 horas ap6s o inicio dos sintomas, este
estreito periodo administrativo representa um fator significativo que limita sua ampla
aplicacdo, uma vez que muitos pacientes ndo conseguem procurar atendimento neste
periodo. Além disso, o atraso no tratamento com tPA além de 4,5 horas tem sido associado
a transformacao hemorragica, entre outros efeitos colaterais prejudiciais, resultando em
altas taxas de mortalidade por AVC. Esta janela terapéutica restrita e diretrizes rigorosas
resultam em menos de 5% dos pacientes com AVC qualificados para tPA [19]. As limitacGes
do tPA como opcao de tratamento viavel para o AVC justificam a exploracao de estratégias

alternativas para o tratamento do AVC.

1.2 Acetato de Segesterona

Semelhante a progesterona natural, o AS (Figura 1), uma progestina sintética, exibe
efeitos proliferativos e protetores neurais comparaveis in vitro e in vivo, mas sem impacto
negativo na funcao cerebral induzida por outros progestagenos sintéticos [20]. O AS liga-
se seletivamente e com grande afinidade ao recetor de progesterona (PR, do inglés
Progesterone Receptor) e contorna as atividades androgénica, estrogénica e
glicocorticoide associadas a outras progestinas sintéticas. Igualmente importante, o AS
também exerce neuroprotecao contra uma série de doencas neuroldgicas caracterizadas
por desmieliniza¢ao, morte celular do neurénio motor e vias patolégicas inflamatérias do
AVC[21].



Figura 1. Estrutura molecular do acetato de segesterona

Os mecanismos subjacentes a neuroprotecdo do AS podem envolver processos
multifacetados de reparacao cerebral [21]. O AS previne o dano excitotoxico associado ao
glutamato as células progenitoras neurais de rato (rNPC, do inglés rat neural progenitor
cells) e aumenta a proliferacao de rNPC in vitro. In vivo, o AS aumenta a proliferacao
celular por meio da expressao regulada positivamente de proteinas do ciclo celular [21].
O AS aumenta a neurogénese, a oligodendrogénese e a mielinizacdo. Aumentos
correspondentes no fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1, do inglés insulin-
like growth factor-1) sugerem que o AS promove esses resultados regenerativos por meio
da sinalizacgao elevada de IGF-1[21]. Além disso, o AS induz a remielinizac¢io para corrigir
lesGes de desmielinizacdo cronica grave em modelos animais ap6s desmielinizacgio grave.
Dados estes resultados e a seletividade do AS para ativacao do PR, é provavel que os PR
medeiam o processo de remielinizacdo induzido por AS. Digno de nota, o AS também
atenua a inflamacao diminuindo astrogliose, microgliose e moléculas pro-inflamatdrias
[21]. De facto, a inibicao de fatores inflamatérios ap6s AVC isquémico reduz a morte
celular secundaria e, consequentemente, o tamanho do enfarto [22]. A alta afinidade do
AS pela ligacdo PR e a ativacao de recetores esteroidogénicos, glicocorticbides e GABA
implica que apenas o PR facilita esses processos protetores e regenerativos no cérebro,
semelhante a como o PR regula exclusivamente os efeitos contracetivos e hormonais de
AS. Por fim, a capacidade do AS de proteger e regenerar neurdnios por meio de

neurogénese, remielinizacdo e anti-inflamacao indica a sua utilidade clinica [21].

1.3 Entrega Intranasal

Conhecer a anatomia e a estrutura celular da cavidade nasal é importante para a
compreensao dos varios mecanismos pelos quais os medicamentos sao absorvidos através
da cavidade nasal até o cérebro. A cavidade nasal estende-se por cerca de 12-14 cm de
comprimento, 5 cm de altura, tem um volume total de 15-20 mL e uma area de superficie

entre 150 e 200 cm2[23].



A cavidade nasal pode ser dividida em trés regides: vestibular, respiratoéria e a olfativa. A
regido vestibular é a porc¢ao frontal da cavidade nasal, altamente enriquecida com muco e
pelos (células ciliadas) que restringem as particulas estranhas pela depuracao mucociliar. O
vestibulo nasal esté localizado na parte mais anterior da cavidade nasal e é composto por
pelos, glandulas sebaceas e sudoriparas. A regiao respiratoria é a maior area da cavidade
nasal, cobrindo cerca de 130 cm? de area. E altamente vascularizado e inclui a enervacéo
pelo nervo trigémeo. A regiao olfativa é a regido mais alta da cavidade nasal. Cobre cerca de
10 cm2, e contém recetores olfativos, responsaveis pelo sentido do olfato [23,24]. Em termos
de absorcao do fArmaco por administragao intranasal, as mucosas respiratoria e olfativa sao

os principais locais de interesse.

A mucosa respiratoria consiste em 80-90% da 4rea total da superficie da cavidade nasal
humana e é altamente vascularizada, tornando-se num local significativo para absorc¢ao
sistémica de medicamentos. A mucosa respiratoria consiste em varios tipos de células e
glandulas, como células basais, células caliciformes, células epiteliais ciliadas e glandulas
serosas. As células basais sao células progenitoras que podem diferenciar-se em outros tipos
de células encontradas no epitélio e também ajudam a fixar as células ciliadas e caliciformes
a lamina basal. As células caliciformes secretam muco composto de mucina, agua, sais, um
pequeno grupo de proteinas e lipidios. O muco forma uma camada no epitélio respiratdrio
e serve como defesa de primeira linha, aprisionando quaisquer materiais inalados ou
irritantes. As células ciliadas ajudam a remover esse muco em direcdo a nasofaringe, o que
resulta na depuracdo mucociliar. As glandulas serosas secretam fluido aquoso e outras
proteinas antimicrobianas, que servem como parte da imunidade inata. A mucosa olfativa
esté localizada na parte superior da cavidade nasal e ocupa cerca de 5 a 10% da area total da

superficie da cavidade nasal humana [25].

A mucosa olfativa consiste em neurdnios recetores olfativos, os chamados neurdnios
sensoriais olfativos (NSO), o epitélio olfativo e a lamina propria. O nervo olfativo é o
primeiro nervo craniano que transmite informacoes sensoriais relacionadas com o olfato.
Os NSO sao neurdnios nao mielinizados e localizados no epitélio nasal. Os NSO tém contato
direto com substancias transportadas pelo ar através de quimiorrecetores odoriferos
localizados na superficie apical da mucosa olfativa, e cada NSO expressa apenas um recetor.
Os humanos tém aproximadamente 400 recetores olfativos. Cada NSO forma feixes
espessos de axOnios na lamina propria, e esses feixes tornam-se nervos olfativos. Eles
inervam a placa cribriforme e criam conexdes sinapticas com glomérulos de células mitrais
e tufadas no bulbo olfativo. Os NSO tém contato direto com o meio ambiente, substancias
irritantes transportadas pelo ar e agentes microbianos, pelo que, esses compostos exdgenos

podem causar les6es ou morte celular dos NSO. O epitélio olfativo, assim como o epitélio



respiratorio, consiste em células colunares ciliadas cobertas por uma camada de muco. No
entanto, os cilios no epitélio olfativo nao sao moveis e sao mais longos que os do epitélio

respiratorio [25].

Quando os farmacos sdo introduzidos na cavidade nasal pela regiao vestibular, as moléculas
que nao sao retidas pelo muco e pelas células ciliadas seguem para as regioes respiratoria e
olfativa. A partir daqui o transporte de firmacos para o cérebro pode seguir diferentes vias:
i) transporte mediado pelo nervo trigémeo; ii) transporte mediado pelo nervo olfativo; e iii)
transporte linfatico e vascular. Entre estas, as vias trigeminal e olfativa sao certamente os
mecanismos mais conhecidos e mais estudados para o transporte de firmacos do nariz para

o cérebro [26].

Quando os farmacos atingem o epitélio respiratorio, alguns deles podem ser transportados
através dos ramos dos nervos trigémeos, sendo internalizadas nos neurénios trigémeos
periféricos por endocitose, sendo posteriormente entregues ao tronco cerebral. Como o
epitélio respiratério é altamente vascularizado, com uma combinacao de endotélio continuo
e fenestrado, d4 acesso a circulaciao sanguinea. No entanto, essas substancias precisam de
atravessar a BHE para chegar ao SNC, que é a etapa limitante se a molécula permeia mal a
BHE. A via sistémica ocorre principalmente para as substancias pequenas e lipofilicas, para

que possam cruzar a BHE transcelularmente [27, 29].

Uma pequena por¢do do fArmaco provavelmente atingira a regido olfativa mais interna,
onde podera ser transportada para o cérebro por trés rotas diferentes: i) via de transporte
intracelular (neuronal) apos internalizagdo dos foirmacos nos neurdnios; ii) transporte
extracelular através dos espacos entre as células, particularmente ao longo dos canais
proximos aos nervos olfativos; e iii) transporte transcelular através das células epiteliais
basais [23]. Farmacos que seguem a via intraneuronal podem entrar nos neurénios
sensoriais olfativos por endocitose ou pinocitose e sao transportadas ao longo dos neur6nios
até o bulbo olfativo, onde sao libertadas por exocitose e posteriormente distribuidas para as
diferentes regidoes do cérebro. O transporte intraneuronal de fArmacos é relativamente
lento. Em contraste, os farmacos transportados através da via extraneuronal requerem
apenas alguns minutos para atingir o bulbo olfativo e outras regides do cérebro. O
transporte mais rapido quando comparados com outras vias indica o transporte extracelular

como a via dominante que leva ao transporte direto do nariz ao cérebro [27].

A via intranasal apresenta diversas vantagens sobre outras vias. Por exemplo: nao invasiva,
facil aplicacao e indolor, comparado as vias parenteral e retal; rapido inicio de acao,
superficie de absorcao relativamente grande e permeavel, alta absor¢ao sistémica do

farmaco, devido a grande area superficial; possibilidade de entrega do fairmaco diretamente



ao cérebro; atividade enzimatica reduzida e evitagdo do metabolismo hepatico de primeira
passagem [28,29]. No entanto, apesar das suas inimeras vantagens, a administracao de
farmacos nariz-cérebro pode ser limitada por uma possivel baixa biodisponibilidade devido
a degradacoes enzimaticas de farmacos sensiveis na superficie mucosa, elevada depuracao
mucociliar e restricoes determinadas pela anatomia da cavidade nasal. Estes problemas
devem ser corretamente abordados na concecao de formula¢oes adequadas. Para superar
esses problemas, tem sido sugerido o uso de agentes mucoadesivos e intensificadores de
permeacao prolongando o tempo de residéncia da formulacao na cavidade nasal. Além
disso, lesoes da cavidade nasal e a congestao nasal também podem contribuir para diminuir

a absorc¢ao nasal do farmaco [29, 30].

1.4 Emulsoes

1.4.1 Microemulsoes

As microemulsdes (ME) foram descritas na literatura pela primeira vez por Hoar e
Schulman, em 1943, ao descreverem sistemas transparentes formados espontaneamente
quando 6leo e 4gua eram misturados com quantidades relativamente grandes de tensoativo
ionico misturado a um &lcool (n-hexanol) de cadeia média para obter uma solugdo limpida
e monofasica. Entretanto, o termo ME foi utilizado somente no final da década de 1950 por
Schulman e colaboradores [31,32]. ME podem ser definidas como sistemas
termodinamicamente estaveis, isotropicos, transparentes de dois liquidos imisciveis,
usualmente agua e Oleo, estabilizados por um filme de compostos de tensioativo e, se
necessario, co-surfactantes, localizados na interface 6leo/agua [33,34]. A ME é um sistema
de entrega que consiste num sistema disperso envolvendo tensioativo, co-tensioativo, fase
oleosa e uma fase aquosa nas proporcgoes necessarias, sendo cuidadosamente selecionados
e misturados [35,36]. As ME possuem propriedades significativamente diferentes (tipo,
tamanho, formacao e estabilidade) em relacao as nanoemulsoes (NE) e macroemulsoes
[33]. As ME podem ser classificadas com base na sua estrutura que pode ser: i) tipo I -
corresponde a um estado bifasico para uma microemulsao em equilibrio com uma fase
organica; ii) tipo II- corresponde a um estado bifasico para uma ME em equilibrio com uma
fase aquosa; iii) tipo III- corresponde a um sistema trifasico com uma fase ME intermediaria
em equilibrio com uma fase superior oleosa e uma fase inferior aquosa e, iv) tipo IV-
corresponde a um sistema monofasico, em escala macroscopica, constituido por uma fase
uinica. Numa ME A/O, as gotas de agua estao dispersas em uma fase oleosa, enquanto numa
ME O/A, as gotas de 6leo estdo dispersas numa fase aquosa continua. As ME bicontinuas

possuem uma estrutura complexa e interconectada, na qual as fases oleosa e aquosa sao



continuas e dispersas por todo o sistema. As ME A/O sao normalmente usadas para
administrar farmacos hidrofilicos, enquanto as ME O/A sao preferidas para moléculas
lipofilicas. As ME bicontinuas demonstraram ser eficazes para a entrega de farmacos
hidrofilicos e hidrofébicos [34]. Especificamente, os tamanhos das goticulas de ME variam
de 10 a 100 nm de didmetro [33,37]. Ao contréario da sua terminologia, as ME consistem
nos menores tamanhos de goticulas encontrados em sistemas de emulsao, em comparacgao
com macroemulsoes e NE. Dado o perfil de energia reversa das ME em comparacao com
nanoemulsoes e macroemulsoes, as ME sao termodinamicamente estaveis. Num sistema
de ME, os componentes estao num estado energético mais alto do que o produto final da
ME. Assim, é necessaria energia para a dissociacdo da ME nos componentes originais. A
formacao de ME é, portanto, um processo direcionado para frente e, de facto, a maioria dos
sistemas de ME formam-se espontaneamente sem a entrada de energia [37,38]. A
formulacao é um aspeto crucial do desenvolvimento de ME para aplicacoes de entrega de
farmacos. Uma formulacdo bem projetada pode garantir que o sistema de ME possua as
propriedades fisico-quimicas desejadas, como estabilidade, tamanho e dosagem do
farmaco. A escolha da composicao da ME depende das propriedades fisico-quimicas do
farmaco e da via de administracao desejada. A selecio de uma fase oleosa apropriada é
baseada em fatores como a solubilidade do fiarmaco e sua compatibilidade com o
tensioativo. O tensioativo é outro componente critico que reduz a tensao interfacial entre as
fases oleosa e aquosa e estabiliza o sistema de ME. A selecdo de um tensioativo depende da
sua capacidade de formar uma monocamada na interface 6leo-agua e a sua compatibilidade
com o co-tensioativo. O co-tensioativo é tipicamente um alcool de cadeia curta ou um glicol,
que aumenta a capacidade de solubiliza¢ao do tensioativo e ajuda a estabilizar a ME. A fase
aquosa pode ser composta por 4gua ou um tampao aquoso, dependendo do pH desejado do
sistema. Além disso, a presenca de co-solvente, pode melhorar a solubilidade do fArmaco
na ME [36]. As ME s3o consideradas sistemas adaptativos que podem ser preparados sem
alto consumo de energia de forma econdmica. [39]. As vantagens das ME sdao sempre
analisadas no inicio de um processo de formulacdo, sendo correlacionadas com os ativos
que serdo integrados e o produto final resultante que pode ser definido como um sistema
simples na composicao, mas complexo na estrutura.

A seguir, sao apresentadas vantagens que caracterizam as ME como veiculos ideais para
uma entrega de substancias ativas: i) estabilidade termodinamica, induzida pela mistura
tensioativo/co-tensioativo que proporciona uma baixa tensao interfacial devido a uma
monocamada formada no contato das particulas de 6leo com as particulas de agua; ii)
formacao espontanea devido ao método de preparacao facil, sem consumo de energia,
tornando o processo de fabricacdao econémica, iii) incorporacao de compostos hidrofilicos e

lipofilicos, resolvendo as desvantagens de solubilidade para farmacos pouco solaveis, iv)



capacidade de solubilizacdo fArmaco e a biodisponibilidade superior sdo proporcionais a
alta concentracdo da mistura tensioativo/co-tensioativo introduzida no sistema e, v) o
farmaco selecionado na formulacao em ME é protegido contra processos hidroliticos e

oxidativos [40].

1.4.2 Nanoemulsoes

Nanoemulsoes (NE) sao dispersoes coloidais de dois liquidos imisciveis estabilizados por
moléculas de tensioativos. Sao cineticamente mais estaveis do que macroemulsoes e podem
ser obtidos mesmo em baixas concentracoes de tensoativos. A energia livre das fases
separadas de 6leo e 4gua de uma NE é menor do que a energia livre do sistema de dispersao
coloidal, criando um sistema termodinamicamente instavel (os componentes devem ser
misturados de forma a superar uma barreira energética para que a nanoemulsdo seja
formada). As NE sao transparentes, transldacidas ou leitosas, dependendo do tamanho das
goticulas. As NE sao classificadas em dois tipos, 4gua em 6leo (O/A) e 6leo em agua (A/O),
de acordo com a proporcao e natureza quimica dos componentes. O tamanho de gota muito
pequeno das NE (geralmente na faixa de tamanho de 20 a 200 nm) torna-as resistentes a

desestabilizacao fisica, floculacao e formacao de creme [41,42].

Compreender os mecanismos essenciais responsaveis pela instabilidade das NE é crucial no
desenvolvimento de sistemas que exibem qualidades de estabilidade adequadas [43]. Os
fenomenos de instabilidade mais comuns que podem comprometer a qualidade dessas
formulagbes sdo coalescéncia, floculagdo, formacdo de creme, maturacdo de Ostwald e

inversao de fases [44].

A separacdo gravitacional ocorre por acdo da forca da gravidade sobre as goticulas,
resultante da diferenca de densidade das goticulas e da fase continua. Se as goticulas
possuem densidade maior do que a fase continua, elas apresentam tendéncia de se deslocar
para baixo, o que é o fendmeno conhecido como sedimentacio. Se elas tém uma densidade
menor que da fase continua, tendem a deslocar-se para cima, trata-se da formacao de creme
[45]. A agua tende a mover-se para baixo, enquanto o 6leo migra para cima, pois a maioria
dos 6leos liquidos € menos denso que a Agua em estado liquido. Portanto, a sedimentacao é
comum em NE A/O, enquanto O/A exibe mais casos de formacao de creme [46]. Um
aumento no tamanho da gota, ou contraste de densidade em conjunto com um declinio na
viscosidade da fase aquosa, influenciam a velocidade de movimento das gotas induzidas
pela separacao gravitacional [46]. Tal fendmeno deve ser controlado, porque faz com que
as goticulas permanecam em contato durante um tempo prolongado, o que pode levar a
floculacao ou coalescéncia, e, possivelmente, formacao de uma camada de 6leo na parte

superior da NE [45].
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A floculacao é o processo em que duas ou mais goticulas se associam, mas mantém a
integridade individual de cada uma. Este fenémeno acarreta um aumento da viscosidade da
NE e pode conduzir a formacdo de um gel, e, assim sendo, pode ser benéfica ou nao,

dependendo da caracteristica final que se deseja para a NE [45,47].

Por sua vez, a coalescéncia é o processo em que duas ou mais goticulas se fundem para
formar uma goticula maior e assim, envolve uma diminuicao da area de contato entre as
fases continua e dispersa, e entao, este fendmeno pode levar rapidamente a formacao de
creme ou sedimentacdo, e posteriormente a separacao de fases. Este processo s6 ocorre
quando as gotas estdo proximas e a interface que as separa é rompida. Via de regra, a
ocorréncia da coalescéncia é determinada pelo mecanismo fisico responsavel pelo contato
entre as goticulas e a atuacao das forcas de curto alcance, como por exemplo, o movimento
browniano [45]. J4 0 amadurecimento de Ostwald provoca um crescimento do tamanho de
particula pelo aumento do tamanho das mesmas, o que ocorre a custa de goticulas pequenas
dentro de um sistema, que encolhem e sdo absorvidas pelas maiores. Este fenémeno é
devido a energia livre de goticulas pequenas ser maior do que a de goticulas maiores, o que
faz com que as goticulas pequenas sejam absorvidas pelas maiores por competitividade de
difusdo, o que pode em um tempo infinito, reduzir todas as goticulas para uma tnica
(separacgao de fase) [45,48]. Portanto, as NE s3o mais propensas a desestabilizacdo pela
maturacdo de Ostwald devido ao pequeno tamanho das goticulas. Porém, apresentam
vantagens quando comparadas com macroemulsoes e ME, pois ainda devido a este pequeno
tamanho, ocorre a diminui¢ao dos fendmenos de agregacao dessas goticulas (floculagao e
coalescéncia) e da separacao gravitacional, fazendo com que as mesmas sejam mais estaveis
cineticamente [45, 48]. Devido aos fenomenos descritos, confirma-se que quanto menor o

tamanho das goticulas, maiores os beneficios quanto a estabilidade cinética [44,47,48].
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Capitulo 2

Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar a libertacdo e a estabilidade
fisica e quimica de formulacoes de acetato de segesterona previamente desenvolvidas, uma
microemulsao e 3 nanoemulsoes O/A, uma neutra (NEn), uma cationica (NEc) e uma
anidnica e de maior viscosidade (NEa), diluidas a concentracao alvo de AS de cerca de 0,48
mg/mL. O objetivo secundario do trabalho foi avaliar in vitro a seguranca das formulagoes
para a mucosa nasal. O modelo comercial de tecido nasal humano cultivado in vitro
(MucilAir™-Epithelix Sarl, Geneve — Suica) permitiu a conjugacao indicadores de

toxicidade (resisténcia transepitelial, morte celular e estado metabolico).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais e Reagentes

As matérias-primas utilizadas na preparacao dos pré-concentrados foram: Imwitor® 948
(mono-oleato de glicerol), solicitamente cedido pela CREMER OLEO GmbH & Co. KG
(Witten, Alemanha); Kolliphor® RH 40 (hidroxistearato de macrogolglicerol),
solicitamente cedido pela BASF (Ludwigshafen, Alemanha); Capryol™ 9o
(monocaprilato de propilenglicol Tipo II) e Transcutols HP (éter monoetilico de
dietilenoglicol), gentilmente cedidos pela Gatefossé» SAS (Saint-Priest, Franca); acetato
de vitamina E (Acetato de alfa-Tocoferol), adquirida a Acofarma- (Terrasa, Barcelona,
Espanha), Cloreto de cetalcoonio (hidrato de cloreto de benzildimetilhexadecilamonio,
97%) foi adquirida da Acros Organics B.V.B.A (Geel, Bélgica) e AS (pureza [HPLC] Purity
(HPLC) 99,63%) adquirido a Bld Pharmatech GmbH (Kaiserslautern, Germany), ou do
laboratério Struchem Co., Ltd. (Wujiang China) por intermédio da Laborspirit Lda. (Santo
Antao do Tojal, Portugal). A preparacao das diversas fases externas envolveu o uso das
seguintes matérias-primas: agua ultrapura, obtida in-house a partir de um sistema de
purificagdo Milli-Qs, filtro de 0,22 um, da Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha);
glicerina (Labchem, Santo Antao do Tojal, Portugal), polietilenoglicol 4000 (PEG) 4000
adquirido a Acofarma®) (Terrasa, Barcelona, Espanha), cloreto de s6dio) Fisher Scientific,

(Leicestershire, United Kingdom).

Os solventes usados foram Acetonitrilo e metanol, ambos para HPLC (Grau gradiente),
obtidos por exemplo da Fisher Scientific (Leicestershire, Reino Unido) e Chem-Lab NV

(Zedelgem, Bélgica), respetivamente.

3.2 Preparacao das Formulacoes

3.2.1 Microemulsoes

Primeiro, os excipientes da fase oleosa foram pesados numa balanca de precisio KERN®
ABJ 120-NM precision scale (Balingen, Germany). Apo6s a fusao, o Kolliphor® RH 40 (40%
m/m) foi o primeiro a ser pesado, devido a sua alta viscosidade. Em seguida, o acetato de

Vitamina E 98% (10% m/m) e Transcutol® HP (40% m/m) foram pesados e misturados
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com Kolliphor® RH 40 usando um agitador magnético. A proporcao dos excipientes
resultou de trabalhos anteriores desenvolvidos no grupo de investigacdo. Apo6s a obtencao
de uma mistura homogénea, o AS (18,4 mg/g) foi adicionado a fase oleosa obtida,
promovendo-se a sua dissolucao por agitacao magnética (Dry Block Heater, VWR Analogue,
Pennsylvania, Estados Unidos da América). Finalmente, adicionou-se agua ultra-pura
filtrada através de um filtro de seringa de poros de 0,22 um (VWR International LLC,
Pensilvania, Estados Unidos da América) na proporcao de 10% (m/m) em relacdo a massa
final, e mistura foi promovida agitando o tubo manualmente. Na presente proporcao de
agua (10%), obtém-se uma solucao limpida (automicroemulsificante) conhecida como
SMEDDS (do inglés self-microemulsytying drug delivery system), também chamada de ME
pré-concentrada, sendo que a microemulsao propriamente dita s6 se forma apos posterior
dispersao em fase aquosa para atingir a concentracao final de AS alvo (de 0,48 mg/mL),

sendo, neste caso, usada uma solucao de NaCl a 0,9%.

3.2.2 Nanoemulsoes

A NE consistiu numa mistura de diferentes excipientes para criar a fase oleosa e a fase
aquosa. A proporcao ideal de excipientes resultou de trabalhos anteriores desenvolvidos no

grupo de investigacao e foi mantida ao longo deste trabalho.

O procedimento de preparacido das nanoemulsoes seguiu as mesmas etapas principais das
ME. Na preparacao dos pré-concentrados os excipientes foram pesados por ordem, de
acordo com sua viscosidade: Kolliphor® RH 40 (16,67% m/m), depois Imwitor® 948
(33,33% m/m) e finalmente 50% (m/m) de Capryol® 90 (no caso da NEn e da NEa, que
corresponde as NE neutra e anidnica, respetivamente), ou de uma solugido de Cloreto de
cetoalconio (CL) a 1% em Capryol® 90 (NEc, que corresponde a NE na versao catiénica). A
solubilizacao do AS seguiu o mesmo procedimento descrito para ME (seccao 3.2.1), mas a
concentracao final de 22,4 mg/g. Na preparacdo das NE concentradas, primeiro foi
adicionado apenas 1/5 da massa final da respetiva fase aquosa (Tabela 1), seguido da
mistura, promovida por agitacao manual do tubo, e s6 entdo os outros 4/5 da fase aquosa
foram adicionados. A adicao da fase aquosa em duas etapas é o que faz com que a

nanoemulsao de O/A se forme por emulsificacao de inversao de fase.

Tabela 1. Percentagens de excipientes usados para preparar as NE concentradas (concentrado com AS).

Excipientes NEa NEc NEn
Pré-concentrado (com AS) 50% 50% 50%
Solucao aquosa de PEG 4000 (4%) 50% - 50%

Solucao aquosa de Glicerina (2,6%) 50%
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As NE concentradas foram ainda diluidas nas respetivas fases externas (Tabela 2) de forma

a atingir a concentracao final de AS alvo (de 0,48 mg/mL) nas NE propriamente ditas.

Tabela 2. Percentagens de excipientes usados para preparar as NE propriamente ditas.

Excipientes NEa ‘ NEc ‘ NEn

NE concentrada com AS 4,3% 4,3 % 4,3 %
Dispersdo de Carbopol® 940 (0,1%, pH 7) em soluc¢io de glicerina (2,6%) 95,7 % - -
Solucao de Glicerina (2,6%) - 95,7 % -
Solucdo de NaCl (0,9%) - - 95,7 %

3.3 Caracterizacao da Formulacoes

3.3.1 Diametro Hidrodinimico, Iindice de Polidispersio e Potencial
Zeta

Tanto o diametro hidrodinamico médio (tamanho da gota) quanto o PDI foram medidos
pela técnica de espalhamento dinamico de luz associada a analise do método de cumulantes.
Para tanto, foi utilizado um Zetasizer Nano ZS Malvern® (Malvern, Reino Unido)
combinado com o software Zetasizer (versao 7.10). Antes de cada medicao, as amostras NE
foram diluidas 25 vezes em agua ultrapura filtrada através de um filtro de acetato de celulose
com poro de 0,2 ym. A ME foi medida sem diluicdo. Para cada amostra testada, foram
preparadas duas cuvetes plasticas independentes e foram realizadas trés medicoes de forma
automatica em cada uma pelo equipamento, com a temperatura regulada a 25 °C. Como
parametros de medicdo definidos no software Zetasizer, a agua foi considerada como
dispersante (Indice de refracdo = 1,330 e Viscosidade = 0,8872 cP) e o material foi definido
como lipido (Indice de refracdo = 1,450). A caracterizacio do potencial zeta foi feita com o
mesmo equipamento, com as mesmas etapas de preparagiao, mas usando Zetasizer Nano
Series Dip Cell Kit Malver®. As medic¢oes foram feitas a 25 °C e a 4gua foi selecionada como

dispersante (constante dielétrica = 78,5) e lipido como material.

3.3.2 Caracterizacao Reologica

As medigoes de viscosidade foram realizadas a diferentes velocidades de rotagdo num
Brookfield DV3TRVCP® Cone Plate Viscometer (Toronto, Canada), usando o fuso cénico
CPA-40z (faixa de viscosidade de 1,7-32700 cP) e o Software Rheocalc T® (versao 1.1.13).
As medicoes foram feitas a uma temperatura controlada de 25 °C usando um banho de agua
termostatico (MultiTemp III Thermostatic Circulator, Thermo Fisher Scientific, New
Hampshire, EUA). Antes das medicoes de viscosidade, a calibracao do equipamento foi

verificada usando o Ametek Brookfield Fluid 500 Viscosity Standard (Middleborough,
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Estados Unidos da América). O volume usado foi de 400 uL, visto ter-se verificado ser
suficiente para cobrir toda a superficie do cone (confirmado ap6s cada medicao por inspecao
visual da superficie e da borda do cone [49]). Ap6s estabilizacdo da temperatura a 25 °C as
medicoes foram realizadas desde altas velocidades, que produziam um percentual de torque
proximo a 100%, até baixas velocidades com uma percentagem de torque préxima a 10%. A
cada velocidade, a viscosidade foi registada apds o cone ter tempo suficiente para realizar 5

rotacdes completas.

3.4 Meétodo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O método de cromatografia desenvolvido foi usado para quantificacdo de AS nas NE e ME,
como de amostras colhidas durante o ensaio de libertacdo. O equipamento foi

habitualmente operado por um membro mais experiente da equipa.

3.4.1 Aparelho e Condicoes Cromatograficas

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “high performance liquid
chromatography”) foi realizada utilizando um sistema de Cromatografia Liquida LC-2010A
HT acoplado a um detetor de arranjo de diodos SPD-M20A, controlado automaticamente
pelo software de aquisicao de dados LabSolutions 5.52, da Shimadzu (Kyoto, Japao). A
separacao cromatografica foi realizada a 30 °C em uma coluna de fase reversa (C18,
tamanho de particula de 3 um, 55 x 4 mm) protegida por uma pré-coluna de fase reversa
(C18, tamanho de particula de 5 um, 4 x 4 mm), ambos os modelos LiChroCART®
Purospher® STAR adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A eluicao isocratica foi
obtida a uma taxa de fluxo de 1 mL/min usando uma fase mével composta de 50% de
metanol e 50% de agua, filtrada usando uma membrana Nylaflo, tamanho de poro de 0,2
um (Pall, Estados Unidos of America) e desgaseificados por 30 minutos em banho
ultrassonico Labbox Labware ULTR (Barcelona, Espanha) antes do uso. O volume de
injecdo da amostra foi de 20 pL e a dete¢do do analito foi realizada 241 nm em corridas de

5 minutos.

3.4.2 Solucoes Stock, Padroes de Calibracao e Controlos de
Qualidade

Foi preparada uma solucao “stock” de AS em metanol a 1 mg/mL. A partir desta solucao foi
preparada uma solucao intermediaria a 10 ug/mkL por diluicio em metanol. As diferentes

solucoes para a reta de calibracao (0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 10 e 25 ug/mL) e amostras de
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controlo de qualidade (QC, do inglés Quality Control) foram preparados diluindo as

solugoes estoque ou intermediaria numa mistura de metanol 50% e agua 50% (v/v).

3.4.3 Validacao

A validacao do método foi realizada de acordo com as exigéncias da EMA e FDA para a
validacdo de métodos bioanaliticos. A seletividade relativamente aos excipientes da
composicao da formulacdo foi determinada por execucdo de amostras em branco diluidas
de microemulsdo e nanoemulsoes. A linearidade foi testada usando curvas de calibragao
preparadas independentemente em trés dias diferentes e compostas por oito padrdes de
calibracao cobrindo uma faixa de concentracao de 0,05 - 25 ug/mL. O padrao de calibracgao
mais baixo (0,05 ug/mL) corresponde ao limite de quantificacdo inferior (LLOQ, do inglés
“Lower limit of quantification”) do método. As curvas de calibracao foram obtidas plotando
as areas dos picos do AS em relagdio a concentracdo nominal correspondente.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de regressao linear ponderada usando
diferentes fatores de ponderacio (1/x-, 1/x, 1/ VX, 1/y-, 1/ano, e 1/Vy). A precisao e exatidao
intradidria e interdidria do LLOQ foram avaliadas com amostras preparadas em
quintuplicata (n=5) em trés dias independentes. Exatiddao e precisdo intradiaria foram
avaliadas analisando quatro amostras de QC cobrindo diferentes concentragdes nominais
(QC LLOQ = 0,05 pg/mL, QC1 = 0,15 pg/mL, QC2 =12,5 ug/mL e QC3 = 22,5 ug/mL)
preparado em quintuplicata no mesmo dia. A exatidao e a precisdo interdiaria foram
avaliadas através da anélise das quatro amostras de QC preparado em triplicado em trés
dias consecutivos. Finalmente, a estabilidade foi determinada pela exposi¢ao de QC1 e QC3
preparados em triplicata (n=3) a diferentes condi¢bOes experimentais, simulando

armazenamento e manuseio de amostras.

3.5 Estudos de Estabilidade Fisica e Quimica

Para avaliar a estabilidade quimica e fisica, cada formulacao foi dividida e armazenada a
trés temperaturas diferentes (4 °C, 25 °C e 40 °C) por 180 dias (lote 1) e 150 dias (lote 2. A
avaliacao da estabilidade de longo prazo foi combinada com triagem inicial a fim de
determinar formulacoes com melhores potenciais para serem mais estudados. Em
diferentes momentos (0, 1, 7, 15, 30, 90, 150 e 180 dias) o aspeto foi registado, prestando
atencao a separacao de fases e precipitacao do AS. Para cada formulacao, tamanho de gota,
PDI e potencial zeta também foram caracterizados (como descrito anteriormente). Ao
mesmo tempo, a concentracao de AS foi determinada usando o método de HPLC, descrito

anteriormente.
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3.6 Ensaio de Libertacao In Vitro

O perfil de libertacdo do formaco foi estudado usando sistemas de camaras de Ussing
horizontais (Harvard Apparatus, NaviCyte, Hugstetten, Alemanha). Foi utilizada uma
configuracao composta por camaras Ussing colocadas em um bloco de aquecimento de 4gua
conectado a um circulador termostatico de banho-maria Grant Instruments Ltd Y-28-VF
(Cambridge, Reino Unido). Para promover a homogeneizacao, uma microbarra de agitacao
de 2 mm foi colocada dentro da camara recetora. Filtros de disco de membrana hidrofilica
de polietersulfona Supor® com tamanho de poro de 0,2 um (Pall Life Sciences, Nova York,
Estados Unidos da América) foram usados para criar uma separacao fisica entre a caimara
dadora (topo) e a camara recetora (parte inferior). Uma solucao simulante nasal pH 6,5
(Fosfato de S6dio Monobasico 7 mM, Fosfato de Sédio Dibasico 3 mM, Cloreto de Potassio
30 mM, Cloreto de Sédio 107 mM, Cloreto de Calcio 1,5 mM, Cloreto de Magnésio 0,75 mM
e Hidrogenocarbonato de S6dio 5 mM) foi usada para preencher a cAmara recetora (1,9
mL). Antes de iniciar o ensaio, 100 pL de solucao tampao nasal foram colocados na camara
doadora (para promover o equilibrio da membrana) e a temperatura foi estabilizada. Numa
das camaras contendo apenas tampao foi utilizado um sensor para monitorizar a
temperatura (Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG EKT Hei-Con, Schwabach,
Alemanha). A temperatura do banho-maria foi corrigida para manter o liquido no interior
das camaras a 32 °C (temperatura média da cavidade nasal [50]) e a velocidade de agitacao

foi fixada em 200 rpm, evitando a formacao de bolhas no seu interior.

O ensaio comecou substituindo os 100 pL de tampao nasal colocados na camara dadora por
100 pL aa formulacdo teste diluida a concentracdo de 0,24 pg/mL. Esta diluicdo foi
necessaria para se garantirem as condicoes de imersao (ou seja, que a concentracao medida
na camara recetora seria sempre largamente inferior a solubilidade aquosa do AS (estimada
em 2,31 ug/mkL [51]). Entdo, em tempos diferentes (15, 30, 60, 120, 240 e 360 min), 100 pL
da camara recetora foram coletados e substituidos por 100 pL de solu¢ao tampao nasal para
manter o mesmo volume total. Os 100 puL coletados foram centrifugados (13500 rpm,
durante 3 minutos) e quantificados diretamente por HPLC, usando o método descrito na

secao 3.4.1

3.7 Ensaios de Seguranca In vitro

A cultura celular e manipulagéo dos tecidos nas experiéncias tiveram a colaboragéo da co-
orientadora. Contudo, a preparagéo e caracterizagdo das formulagdes testadas foram da

responsabilidade da autora desta dissertacao.
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3.7.1 Rececao e Cultura do Modelo do Mucilar™

O modelo comercial MucilAir™ (Epithelix Sarl, Geneve — Suica) consiste num modelo in
vitro tridimensional de células de epitélio nasal humano, mantidas em cultura numa
interface ar-liquido. Foi adquirido o modelo no formato de pool de dadores, em inserts com
0,33 cm?2, que sao enviados refrigerados em placa de 24 pocos em meio gelificado. Durante
a sua manutencao e utilizacao, foram seguidas as indicacoes e recomendacoes do fabricante.
Apos deixar a placa aquecer por 1 h em incubadora, a 37 °C com 5% de CO2, abriu-se uma
placa de 24 pocos estéril na camara de fluxo, sendo colocado 0,7 mL do meio comercializado
com o modelo, também este pré-aquecido a 37 °C, em cada pogo. Em seguida, a placa do
MucilAir™ foi introduzida na camara de fluxo por forma a remover os inserts dessa placa e
coloca-los na nova placa de 24 pocos, ja com o meio. Terminado este procedimento, a nova
placa com os inserts foi colocada a incubar a 37 °C com 5% de CO2. O meio de cultura foi
trocado a cada 3 dias. Numa nova placa de 24 pocos, foram colocados 0,7 mL do meio
comercializado com o modelo em novos pocos, transferindo-se posteriormente os inserts
para esses novos po¢os, com o auxilio de uma pinca. A cada 3 semanas, foi feita a lavagem
de muco do lado apical dos inserts. Esta lavagem foi feita com 200 uL de KRB, pH 7,
previamente equilibrado na incubadora a 37 °C com 5% de CO2, no lado apical dos inserts,
ficando 20 minutos na incubadora. Estes 200 pL de KRB foram posteriormente removidos
cuidadosamente, com o auxilio de uma pinca para levantar e inclinar o insert, e a placa era

reposta na incubadora.

3.7.2 Medicao TEER

A medicao do TEER foi feita com recurso ao medidor EVOM, do inglés Epithelial Volt/Ohm
(TEER) Meter (World Precision Instruments, Sarasota, Florida — Estados Unidos da
América). Colocou-se KRB numa placa de Petri e incubou-se a mesma a 37 °C com 5% de
CO2 por cerca de 15 minutos para equilibrar. O elétrodo do EVOM foi descontaminado por
15 minutos num falcon com 15 mL de etanol a 70%, tendo sido colocado de seguida em KRB
a temperatura ambiente por cerca de 2 a 3 minutos. O volume de KRB deve ser sempre
inferior ao do etanol utilizado para a esterilizagdo do elétrodo. Para a medigdo, foram
colocados 200 pl. de KRB previamente equilibrado na incubadora no lado apical dos
inserts, seguindo-se a insercao do elétrodo do EVOM e registo do valor medido. De seguida,
o elétrodo foi novamente descontaminado, o KRB previamente colocado no lado apical dos
inserts foi retirado cuidadosamente sem danificar o tecido, com o auxilio de uma pinca para
levantar e inclinar o insert, e a placa colocada novamente na incubadora. O TEER foi
calculado através das leituras de resisténcia (Q2) obtidas com o EVOM, as quais se subtraiu
o valor de resisténcia do insert (100), multiplicando-se, em seguida, pela area do insert

(0,33 cm2), obtendo-se assim o TEER em Q-cm?2.
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3.7.3 Ensaio de Citotoxicidade do Mucilar™

O ensaio de citotoxicidade com o MucilAir~ combinou a utilizacdo da resazurina para
verificar o metabolismo celular com a medicao do TEER e da LDH. Para a preparacdo do
ensaio, foi feita a remocao do muco associada a leitura da resisténcia para calculo do TEER

trés dias antes do ensaio, conforme descrito na seccao 3.8.1.

No dia do ensaio foi colocada uma placa de 24 pocos com 0,4 mL meio de cultura na
incubadora a 37 °C com 5% de CO2 por cerca de 15 minutos para equilibrar. Para o
tratamento, colocaram-se 16,5 uL dos compostos a testar ou de solucoes controlo (NaCl
0,9%, cloreto benzalconio 0,2%, Triton X- 100 no lado apical dos inserts (equivalente a 50
pL/cm?) e incubou-se a placa por 30 minutos nas condic¢des descritas anteriormente. Em
seguida, preparou-se uma nova placa de 24 pocos para onde os inserts foram transferidos
por forma a realizar uma lavagem com 200 uL de KRB equilibrado, como descrito na sec¢ao
3.8.1. O meio remanescente do lado basal foi guardado a 4 °C até realizacdo do ensaio de

quantificacdo da LDH (seccao 3.7.5).

Terminada a lavagem e retirado todo o volume de liquido do lado apical dos inserts,
colocou-se 400 pL de resazurina a 50 pM diluida no KRB equilibrado nos pocos. Os inserts
foram transferidos para estes pocos e foi colocado 200 uL de resazurina no lado apical. A

placa foi entdo colocada a incubar por 2 h.

No fim da incubacao, cento e oitenta pL da solucdo de resazurina removida do lado apical
foram transferidos para uma placa de 96 pogos para anélise da reducgdo a resazurin (sec¢ao
3.7.4). Os inserts foram entao transferidos para os pogcos com KRB previamente preparados
e fez-se uma nova lavagem. Neste momento, o EVOM foi preparado e o valor de TEER foi
determinado, seguindo o descrito no ponto 3.8.2 e, por fim, os inserts foram novamente
colocados em meio de cultura nos pocos de uma placa de 24 pocos e esta foi colocada na

incubadora.

3.7.4 Analise da reducao de resazurina

Com a placa contendo a solucdo de resazurina removida do lado apical foram efetuadas
medicoOes de fluorescéncia (excitacao de 544 nm e emissao a 549 nm), recorrendo a leitor
de placas. Foi calculada a percentagem de viabilidade em comparacdo com o controlo

negativo com a seguinte equacao (Eq. 3).

Viabilidade (%) = (Fluorescéncia(teste)-Fluorescéncia(meio))/(Fluorescéncia média dos

controlos) x100  (Eq.3)
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3.7.5 Ensaio de LDH

Foram recolhidos, em triplicado, 50 pL do meio de cultura do lado basal de cada um dos
inserts e colocados numa placa de 96 pogos de baixa absor¢do na zona do UV (UVSTAR®,
Greiner Bio-One). Um poco controlo foi lisado com Triton X-100 1%, diluido em KRB e
diluido a diferentes concentracoes (0 — 100% LDH). A cada um destes pocos com meio,
foram adicionados 200 uL de NADH (252,84 mM) e, em seguida, 25 uL de piruvato (14,99
mM). Por tultimo, realizou-se uma leitura de absorbancia em um espectrofotometro a 340
nm. A partir das diferentes concentracoes obtidas através da lise do poco controlo, foi
construida uma reta de calibracdo para a interpretacdo dos resultados. Foi obtida
linearidade entre as concentracdes de 0% e 50%. A equacao da reta obtida nesta gama de

concentracoes foi a utilizada para a interpretacao dos resultados.

3.8 Analises Estatisticas

A anélise grafica e estatistica dos dados foi realizada com o software GraphPad Prism®
(versdo 8.01). Na validacao de método de HPLC, ensaio de libertacao de farmaco in vitro,
caracterizacao reoldgica, estudos de estabilidade fisica e quimica e ensaio de seguranca in

vitro os dados sao apresentados como média + desvio padrao.

Nos estudos de estabilidade fisica e quimica, a anilise estatistica das diferencas
significativas entre o tamanho médio das gotas e o PDI entre as formulagdes e ao longo do
tempo foram avaliadas por ANOVA bidirecional seguida pelo teste de comparacao multipla
de Tukey. O impacto do tempo e da temperatura na estabilidade quimica do acetato de

segesterona foi avaliado por ANOVA de dois fatores.

Durante a caracterizacdo reoldgica, o comportamento newtoniano (dilatante/
pseudopléstico) foi determinado ajustando uma regressao linear (Newtoniana), uma
equacao de crescimento exponencial regressdo nao linear (dilatante) ou uma regressao nao
linear polinomial de segunda ordem (pseudopléstico), aos dados de “taxa de cisalhamento

versus tensao de cisalhamento” e, em seguida, comparando os coeficientes de correlacao.

No ensaio de libertacao de farmaco in vitro, a libertacao do farmaco foi determinada com

base na dosagem inicial do farmaco.

No modelo MucilAir™ (medicao do TEER, ensaio de citotoxicidade e ensaio de LDH) foi
realizada uma ANOVA com pos-teste de comparacao multipla de Dunnett para cada um dos

ensaios.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Validacao do método HPLC

O método HPLC apresentou boa especificidade para o AS, sendo capaz de deteti-lo
separadamente de outros constituintes da matriz. A seletividade foi garantida uma vez que,
no tempo de retencao (TR) do AS, tanto as amostras em branco da microemulsdo quanto
das nanoemulsdes, a diluicoes inferiores a realizadas para a quantificagio, apresentaram

auséncia de interferéncias, possibilitando a quantificacao seletiva do AS.

As curvas de calibracio elaboradas nos trés diferentes dias de validagdo apresentaram
linearidade para a faixa de concentracoes utilizadas (0,15-25 ug/mL). Apos testar
diferentes fatores de ponderacao, 1/x2 foi selecionado por apresentar a melhor linearidade

e coeficiente de determinacao (r2 = 0,9969), obtendo-se a equacgao:

Y = 47435,2723 x - 128,9787 (Eq. 3)

A sensibilidade foi reconhecida ap6s o valor LOQ ter sido estabelecido em 0,05 pug/mL, com
precisao e exatidao aceitaveis (Tabela 8) dentro da faixa estabelecida pelas diretrizes da
EMA e FDA. O presente método mostrou-se preciso e exato para quantificacdo do AS com
os valores de CV e viés intradidrios e interdiarios calculados para QCi1, QC2 e QC3

atendendo as diretrizes internacionais mencionadas (Tabela 6).

Tabela 3. Valores de precisao intra e interdia (% CV) e exatidao (% viés) obtidos para amostras de controlo de
qualidade (QC, do Inglés Quality Control) no limite inferior de quantificacdo (QC LLOQ, do Inglés Quality
Control Lower Limit Of Quantification), e no limite baixo (QC1), médio (QC2) e niveis altos de concentracio
(QC3) representativos das faixas de calibracio.

Controlos de Interdia (n=3) Intradia (n=5)

qualidade C Cexp (Média | pocigzo | Exatiddo Cexp (Média + | Precisdo | Exatiddo

Q0| qgmu) | =% | 6CV) | (6vies) | DPpg/ml) | (6CV) | (%viés)
QCLLOQ 0,05 0,05 + 0,00 8,5 -2.3 0,05 + 0,00 16,7 3,0
QC1 0,15 0.15 £+ 0,01 54 -3,2 0,14 + 0,00 1,9 -6,8
QC2 12,5 12,05 +£0.36 3,0 6,2 11,61 + 0,39 3,3 -6,8
QCs3 22,5 23,81+ 0.80 34 1,9 23,52 + 0,73 3,1 4,9

CC, concentragao; Cexp, Concentracao experimental; CV, Coeficiente de Variacao; DP, Desvio padrao
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4.2 Estabilidade Fisica

A estabilidade fisica foi avaliada por inspecao visual, tamanho médio da goticula, indice de
polidispersao e potencial zeta em dois lotes independentes 180 dias (lote 1) e 150 dias (lote

2). No caso da NEa, foi ainda avaliada a viscosidade da preparacao.

O aspeto visual inicial das formulacoes foi sempre homogéneo, mas variou entre o limpido,
sem qualquer cor (Figura 2a), o opaco ligeiramente acastanhado (Figura 2b) ou translicido
ligeiramente acastanhado (Figura 2c e 2d). Os sinais de desestabilizacdo fisica visiveis a olho
nu ao longo dos estudos de estabilidade foram a precipitacao (Figura 2e) e a formacao de

creme (Figura 2f)

Figura 2. Aspetos visuais da ME e NE. Limpida e homogénea (a), opaca, homogénea e acastanhada (b),
translicida, homogénea e acastanhada c) e d), cristais precipitados de AS na ME (e), formagao de creme na NEn

®.

O aspeto visual inicial e final, tempo de precipitacdo do AS e tempo para observacao de
separacao de fases estdo resumidos na Tabela 7. Foi possivel verificar a ocorréncia de
precipitacdo do AS na ME, de aspeto limpido (30 dias a 4 °C no lote 1 e a partir dos 7° ou
15° no lote 2). Deve ser, contudo, ser tido em conta que a ocorréncia de precipitacao de AS
seria mais dificil de detetar a olho nu nas NE devido a sua maior opacidade. No caso da NEn
armazenada a 40 °C, a partir do 30° dia, observou-se formacao de creme (Figura 2f), que
corresponde a um fator de instabilidade que ocorre em NE. No entanto, a formacao de
creme, sa0 processos reversiveis, que através de uma agitacao é possivel restaurar a

aparéncia inicial da NE.
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Tabela 4. Caracterizacio do aspeto visual das formulacoes armazenadas em diferentes condigoes de
temperatura (4 °C, 25 °C e 40 °C) no inicio (t=0) e no final (lote 1 180 dias, lote 2 150 dias) do ensaio, dias de
separacdo de fases e dia de precipitacio do acetato de segesterona.

Aspeto visual

Sinais de desestabilizacao fisica

Formulacao | T . Precipitacao Separacdo de
(°C) T=o Final (dias) fases (dias)
Lotes1e2 Lote 1 Lote 2 Lote1 | Lote2 | Lote1 | Lote 2
Sobrenadante Sobrenadante
limpido e limpido e . R
4 sedimento sedimento 30 7 ) )
s6lido s6lido
Sobrenadante
ME 25 L1rnp1/da e . leplqa e hmp1do e ) e ) )
homogénea homogénea sedimento
s6lido
Sobrenadante
o Limpida e limpido e ) 15 e ) }
4 homogénea sedimento 5
solido
Opaca, Opaca,
4 homogéneae homogénea e - - - -
acastanhada  acastanhada
Opaca, 0 0
NEa 25 | homogénea e paca € paca € - - - -
acastanhada b  heterogénea heterogénea
o Opacae Opacae _ _ _ B
4 heterogénea  heterogénea
Translicida,  Transldcida,
4 homogéneae homogénea e - - - -
acastanhada  acastanhada
Translicida, Transliacida, Translacida,
NEc 25 | homogéneae homogéneae homogéneae - - - -
acastanhada¢ acastanhada  acastanhada
Transliacida, Translicida,
40 homogéneae homogénea e - - - -
acastanhada  acastanhada-
Translicida,  Transldcida,
4 homogéneae homogénea e - - - -
acastanhada  acastanhada~
Translicida,  Translicida,  Transldcida,
NEn 25 | homogéneae homogéneae homogéneae - - - -
acastanhadad acastanhada  acastanhada
Opacat+, Opaca*,
o heterogénea,  heterogénea, ) i of of
4 translicidae  translicida e 3 3
acastanhada—- acastanhada—

Na ME, o tamanho da goticula e o PDI foram afetados tanto pelo tempo quanto pela

temperatura (p < 0,05) (Figura 3ME, e Figura 4ME). Apesar do tamanho de goticula

permanecer durante todo o tempo inferior a 100 nm, houve aumento de tamanho médio e

PDI, mais acentuada ao longo do 30° dia e a temperaturas mais elevadas, ainda assim, os

valores de PDI permaneceram, de forma aceitavel, inferiores a 0,2. Contudo, a precipitacao
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do farmaco pode ter contribuido para a variacdo de tamanho e PDI, o que poderia ser

corrigido reduzindo a concentracao e farmaco no pré-concentrado. Ja o potencial zeta

permaneceu estavel e neutro durante todo o tempo, ou seja, nao foi influenciado pelo tempo

e temperatura (p > 0,05).
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Figura 3. Caracterizacdo do tamanho hidrodindmico médio da gota (Z-Av.), indice de polidispersdo (PDI) e
Potencial Zeta (PZ) da microemulsio (ME), nanoemulsao aniénica (NEa), nanoemulsao cati6nica (NEc) e
nanoemulsido neutra (NEn) ao longo do tempo. Os dados correspondem a média + desvio padrido a trés
temperaturas de armazenamento (4 °C, 25 °C e 40 °C).

28



ME
2
2
N

NEa

NEc

Z-Av. (d.nm)

NEn

Z-Av. (d.nm)

& 4°%C - 25°C A

200
150
100
A
.
50 i
o—*
Or—r1 T T I 7T 1

0 30 60 90 120150180
Tempo (dias)

@ ®

o " I Tt T T 1
0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)
2001
1504

1wo{s——uo—39

Bl
(=]
1

o — T T T T 1
0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)

300
250
&
200+ " &
1504+ i
100{:/.//
e e el
50+
o & T ¥ T 1

0 30 60 90 120150180
Tempo (dias)

PDI

PDI

PDI

PDI

40 °C

00 T—T— T T T T 1
0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)

® ® °®

— T T T T 1
30 60 90 120150180

Tempo (dias)

0.37

0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)

0.3

0.2

&

> -
? )%‘:;g

0O0T—T—T—T—T T 1
0 30 60 90 120150180

0.1

Tempo (dias)

29

Potencial Zeta (mV)

Potencial Zeta (mV)

Potencial Zeta (mV)

Potencial Zeta (mV)

401

20

-40 T T T T 1
0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)

Sotr—T—T—T—T—T1
0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)

80+

60—

o T T T
0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)

40

-40 RN R RN R T |
0 30 60 90 120150180

Tempo (dias)

Figura 4. Caracterizacdo do tamanho hidrodinamico médio da gota (Z-Av.), indice de polidispersdo (PDI) e
Potencial Zeta (PZ) da microemulsio (ME), nanoemulsiao aniénica (NEa), nanoemulsao catidnica (NEc) e
nanoemulsdo neutra (NEn) ao longo do tempo. Os dados correspondem a média + desvio padrdo a trés
temperaturas de armazenamento (4 °C, 25 °C e 40 °C).
Quanto a NEa, o tamanho da goticula e o PDI foram afetados tanto pelo tempo quanto pela
temperatura (p < 0,05). Houve uma ligeira diminuicao do tamanho de goticula logo no 1°
dia quando armazenada a 4 °C, e durante os primeiros 15 a 30 dias houve aumento do

tamanho da goticula a 25 °C e 40 °C, bastante mais acentuado a temperatura superior



(Figura 3NEa, e Figura 4Nea). Enquanto a 25 °C as goticulas permaneceram com um
tamanho proximo dos 200 nm, o PDI subiu claramente acima de 0,4 ao 90° dia, e a 40 °C
o tamanho ja era cerca de 600 nm ao 15° dia, tendo deixado de ser possivel de determinar
devido a elevada heterogeneidade da preparacao. A NEa apresentou, contudo, estabilidade
quando armazenada a 4 °C, com PDI inferior a 0,2 e tamanho inferior a 100 nm. O potencial
zeta da NEa permaneceu relativamente estavel e proximo dos —40 mM as 3 temperaturas,

embora ligeiramente mais baixo na NEa armazenada a 4 °C.

Na NEc, o tamanho da goticula e o PDI foram afetados tanto pelo tempo quanto pela
temperatura (p < 0,05). Houve uma ligeira diminuicao, quase impercetivel, do tamanho de
goticula a 4 °C e um ligeiro aumento do tamanho de goticula a 40 °C, que permaneceram
muito proximo dos 100 nm no fim da experiéncia. J4, o PDI aumentou um pouco nos
primeiros dias, sendo ligeiramente superior na NEc armazenada a 4 °C, mas manteve
valores estaveis a partir do 15° ou 30° dia de armazenamento em valores aceitaveis
(inferiores 0,2). O potencial zeta manteve-se positivo entre 20 mV e 40 mV durante todo o

tempo.

Por fim, na NEn, o tamanho da goticula e o PDI foram claramente dependentes do tempo e
temperatura (p < 0,05). Uma vez que, apesar de o tamanho inicial ser muito préximo de
100 nm, o tamanho aumentou apds armazenamento a 25 °C e mais ainda a 40 °C (superior
a 200 nm). O PDI n3o teve grandes variacoes a nao ser a 40 °C, onde aumentou a partir dos
90 dias, mas mantendo-se inferior a 0,3. Ja, a NEn armazenada a 4 °C manteve-se com
tamanhos de goticulas e PDI préximo aos iniciais. O potencial zeta permaneceu neutro
como esperado. Uma vez que a fase aquosa com PEG tornou o tamanho e PDI da NE
concentrada independente da temperatura, [51] que parecia ser mantido na NE
propriamente dita mais diluida num primeiro instante (logo ap6s a preparacao), podera
fazer sentido testar a manutencdo do PEG na fase aquosa para a obtencdo da NE
propriamente dita em vez da solucao salina usada, testando se isso evitaria o aumento do
tamanho observado as temperaturas de 25 °C e 40 °C, tendo estes resultados sido mostrados

por Pires et al [51].

Foi ainda avaliada ao longo do tempo a viscosidade da preparacao NEa, a tinica com
viscosidade mensuravel, a duas velocidades de rotacao distintas (15 S* e 150 S?). A
viscosidade da NEa, no decorrer dos 180 e 150 de analise, estao graficamente representados
na Figura 5. Verifica-se que as formulacoes que permaneceram na temperatura de 40 °C
tiveram uma diminuicao de viscosidade em comparacao as formulacées que permaneceram
na temperatura de 4 °C e 25 °C. Este fato indica que a temperatura de armazenamento de

40 °C influencia a viscosidade das formulagoes.
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Figura 5. Caracterizacao da viscosidade da nanoemulsido ani6nica (NEa) ao longo do tempo. A. 1° lote; B. 2°
lote. As medi¢oes foram realizadas a 25 °C, independentemente da temperatura de armazenamento ser 4 °C, 25
°C ou 40 °C, em diferentes pontos de tempo (0, 15, 30, 90 e 180 (A) dias e 0, 15, 30, 90 e 150 (B) dias).

4.3 Estabilidade Quimica

A estabilidade quimica do AS na ME e NE também foram acompanhadas ao longo de 180

dias (Figura 5) e 150 dias (Figura 6).
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Figura 6. Concentracao de AS ao longo do tempo usando as quatro formulagoes diferentes (ME, NEa, NEc e
NEn). Os dados correspondem a média + desvio padrao. Trés temperaturas de armazenamento foram testadas
(4 °C, 25 °C e 40 °C) em diferentes pontos de te de tempo (0, 1, 7, 15, 30, 90 e 180 dias).
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Figura 7. Concentracdo de AS ao longo do tempo usando as quatro formulacées diferentes (ME, NEa, NEc e
NEn). Os dados correspondem a média + desvio padrao. Trés temperaturas de armazenamento foram testadas
(4 °C, 25 °C e 40 °C) em diferentes pontos de te de tempo (0, 1, 7, 15, 30, 90 € 150 dias).

Sabe-se, devido a experiéncia anterior com o fAirmaco, que AS tem elevada estabilidade
quimica, mesmo em meio aquoso. Contudo, foi possivel verificar a ocorréncia de
precipitagao ao fim de algum tempo na ME, de aspeto translicido (30 dias a 4 °C no lote 1
e a partir dos 7 ou 15 no lote 2, de maior concentracao inicial de farmaco, a todas as
temperaturas). Esta precipitacio demonstra o menor poder solubilizante da ME em
comparacao com a NE, e foi responsavel pela reducao do nivel de farmaco quantificado na
ME ao longo do tempo (Figura 5). Isto sugere que, no futuro, seria importante reduzir um
pouco a concentracao de firmaco adicionado ao pré-concentrado da ME, por exemplo para
cerca de metade, ou diluir mais a preparacdo final se tal for possivel (dependendo da
dosagem que venha a ser estabelecida para se alcancarem efeitos terapéuticos). Realcar,
contudo, que a ocorréncia de precipitacao seria mais dificil de detetar a olho nu nas NE

devido a sua maior opacidade. Seja como for, precipitacao ou incompatibilidade quimica,
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houve uma ligeira reducdo da concentracdao do farmaco na NEa. J4 nos primeiros lotes de
NEc e de NEn, mesmo a 40 °C, a concentragao de farmaco permaneceu estavel ao longo do
tempo. Contudo, houve uma clara diminui¢ao da concentracao de AS a 40 ° na NEc no lote
2, cuja causa nao foi explicada. De qualquer forma, a preparacao demonstrou ser estavel
quimicamente a 4 °C e a 25 °C. A diretriz da EMA ICH Q1E [53] estabelece uma tolerancia
méaxima de 5% no conteido do farmaco a partir do seu valor inicial para ser considerado
estavel. A variacao percentual da concentracao de AS entre o final e o inicio do estudo foi
calculada (Tabela 5). Contudo, o mesmo critério da tolerancia de 5% ¢ dificil de ser usado
aqui devido a uma elevada variabilidade na quantificacdo das amostras (por vezes o
coeficiente de variacdo, mesmo na quantificacao da concentragao inicial foi superior a 5%,
em particular no lote 1) e as condicoes preliminares do estudo, bem como interferéncia da
destabilizagao fisica. Assim, a principal conclusao foi que a 4 e 25 °C o AS apresentou a
melhor estabilidade na NEc, e a NEn devera provavelmente ser igualmente estavel, pelo
menos a 4 °C. No futuro deveria ser estudada microscopicamente a possivel ocorréncia de
precipitagdo também nas NE. A reducio da concentracio inicial de AS, nesse casso, podera

resolver o problema de estabilidade observado.

Tabela 5. Variacdo da concentracido do acetato de segesterona (AS) nas formulacoes armazenadas em
diferentes condigbes de temperatura (4 °C, 25 °C e 40 °C) no inicio (t=0) e no final (lote 1 t=180 dias, lote 2
t=150 dias) do ensaio. As concentracoes sdo apresentadas como média + coeficiente de variagdo (CV). Os
valores de CV e variacdo maiores (superiores a 9%) encontram-se realcados a negrito.

T AS (mg/mL) - Lote 1 Variacio AS (mg/mL) - Lote 2 Variacio
Formulacédo | . - o - o
(O | T=0 T=180 dias (%) T=0 T=150 dias (%)
4 0,304 * 4,3% -14,7 0,213 + 2,3% -56,7
0,357
ME 25 + 0,373 + 3,4% 4,6 Of?%i 0,306 + 8,1% -38,0
0/ ’
40 i 0,374 * 8,3% 4,9 0,316 + 2,7% -35,9
4 6 0,407 + 6,3% -21,1 0,379 +6,5% -22,3
0,51
NEa 25 £ 0,490 * 1,3% -5,0 O’f 330 ¥ 0,355+ 4,4% -27,3
b (y ’
40 A% 0,477 £ 2,5% -7,6 0,441 + 1,1% -9,6
4 6 0,526 * 4,2% 0,8 0,572 + 6,3% 2,3
0,49
NEc 25 + 0,501 £+ 2,3% 1,0 Og’gf;‘/o* 0,593 £ 3,3% 6,1
0/ >
40 4% 0,510 * 0,4% 2,8 0,143 + 34% -74-4
4 0,505 + 1}4% -3,1 0,547 = 431% _635
0,521
NEn 25 + 0,480 + 5,9% -7,9 03335;0* 0,486 + 2,3% -16,9
14,9% ’
40 e 0,528 + 0,3% 1,3 0,456 + 8,3% -22,1
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4.4 Ensaio de Libertacao

Ensaios de libertacdo sdo importantes para predizer de que forma o fArmaco é libertado da
formulacao quando em contato com meio aquoso, como a mucosa nasal, deduzindo-se
assim a quantidade de fArmaco disponivel para absorc¢ao quando administrado in vivo. Na
figura 8 encontra-se representada a percentagem de libertacao de AS ao longo do tempo a
partir de quatro NE diferentes, diluidas em simulante de fluido nasal a concentracao de 0,24
ug/mL. Simultaneamente foi usada uma solu¢io de AS em Transcutol® HP (0,24 ug/mL)

como controlo positivo, que libertou um maximo de 88,10%.

1007 NEa/Carb. 0.05%

NEa/Carb. 0.1%
NEc

NEn
Acetato de segesterona

FIEY;

em Transcutol® HP

% Libertada de Acetato
de segesterona

o T T T T T 1
o 60 120 180 240 300 360

Tempo (minutos)

Figura 8. Perfil de libertacdo percentual de acetato de segesterona. As amostras foram tomadas entre 15 e 360
minutos. Quatro formulacées diferentes (NEa/Carb.0.05%, NEa/Carb.0.1%, NEc e NEn) foram testadas, bem
como uma solucdo de acetato de segesterona preparadas em Transcutol® HP.

A libertagcdo de AS nao foi completa em nenhuma das formulacées testadas apos 360
minutos, alcancando percentagens de libertacao ao tempo final semelhantes (entre 50 e
60%). Apesar da percentagem de libertacao final semelhante, a libertacao foi mais rapida
na NEn e na NEc do que nas NEa. Nos primeiros 30 minutos a NEn e NEc libertaram 42%
e 41% respetivamente, comparadas com a NEa/Carb. 0.05% e NEa/Carb. 0.1%, que
libertaram apenas 15% e 12%, respetivamente. A libertacdo a partir da NEn e da NEc
comecou a desacelerar, sendo de 49,47% e 53%, respetivamente aos 60 minutos, e 53% e
58%, respetivamente, aos 120 minutos. A NEa/Carb. 0.05% e a NEa/Carb. 0.1%, que
apresentou um perfil de libertacao de AS mais lento, nos primeiros 30 minutos do ensaio,
libertaram 38% e 40 % aos 120 minutos vindo a atingir uma percentagem de libertacao final

semelhante as anteriores.

Varias hipoteses podem ser discutidas para explicar os perfis de liberacao obtidos para as
formulacdes. E descrito que a viscosidade pode afetar a libertacio do farmaco, explicando a

libertacao mais lenta a partir das NE anionicas, mais viscosas. No entanto, como as
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formulacgoes foram diluidas em tampao nasal, espera-se que a viscosidade seja baixa e nao

muito diferente entre as duas formulagdes aniénicas.

O AS tem potencialmente duas formas diferentes de passar pela membrana: pode ser
transportada dentro das goticulas de 6leo da NEa ou pode ser libertada das goticulas e
passar livremente pela membrana. Devido a sua alta lipofilicidade, o AS tem maior
probabilidade de ser solubilizada dentro das goticulas de 6leo das nanoemulsdes. Portanto,
o tamanho e a homogeneidade das gotas também podem desempenhar um papel nos
diferentes perfis de libertacdo. Nanoemulsoes de menor tamanho e alta homogeneidade
poderiam passar melhor pelos poros da membrana do que as gotas de nanoemulsoes que
tém tamanhos maiores e sdo ligeiramente mais heterogéneas, dificultando a passagem das

gotas pela membrana.

4.5 Ensaios de Seguranca In Vitro

Realizamos ensaios de seguranca in vitro para avaliar possiveis problemas de toxicidade
das formulagoes. O modelo in vitro MucilAir™ (Epithelix) (Figura 9), foi testado quanto a
resisténcia elétrica transepitelial (TEER) a varios tempos (Figura 9A), a libertacao de lactato
desidrogenase (LDH) para o meio basal (Figura 9B) e a viabilidade celular pelo ensaio de

reducao da resazurina (Figura 9C).
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Figura 9. Resultados de seguranca in vitro no modelo de mucosa nasal humana MucilAir™., A - Resisténcia
transepitelial (TEER) medida a diferentes tempos, 3 dias antes do ensaio, 30 minutos, 24 h, 4 dias e 8 dias ap6s
aplicacdo das formulacGes. B - Resultados do ensaio da libertacdo de Lactacto Desidrogenase (LDH) apds a
aplicacdo das formulagdes, expressos em percentagem do controlo positivo com Triton X100 1%. C — Viabilidade
celular por reducao da resazurina obtida imediatamente ap6s o tratamento. Cl. de Benz., Cloreto de benzalconio;
Triton X100 1%; NEn (0,34mg/mL AS), NEn dil. 4X (0,135 mg/mL AS), NEa (0,44 mg/mL AS), NEc (0,43
mg/mL AS), ME s/ AS e ME (0,44 mg/mL AS). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 Vvs.
controlo negativo (solucao salina).

Para uma correta interpretacdo dos resultados de TEER e do ensaio da LDH foi necessario
ter em conta informacao fornecida pelo fabricante (disponivel no Anexo 1). As ME (com e
sem AS) e o produto do mercado usado como referéncia (Vicks) originaram resultados
semelhantes aos obtidos com o controlo negativo (solucao salina), com TEER superiores a
200 Q-cm?2, o que demonstra a elevada seguranca das ME a concentracao empregue. A NEn

diluida nao levou a uma alteracao significativa do TEER, tendo o valor permanecido
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superior a 200 Q-cm2, nem a libertacao de LDH (inferior a 5%), mas afetou a reducao da
resazurina. As NEn e NEc impactaram o TEER as 24 horas, (valores inferiores a 200 Q-cm?2)
e a reducao da resazurina, mas a mucosa pareceu recuperar, uma vez que o TEER voltou a
valores normais (superiores a 200 Q-cm2) aos 4 ou 8 dias. A NEc pareceu ligeiramente mais
toxica que as anteriores, mas o epitélio também recuperou da diminuicao acentuada do
TEER provocada pela preparacdo. Todas as formulaces foram claramente mais seguras
que os controlos positivos usados, uma solucao de cloreto de benzalconio a 0,2% (10 vezes
superior a empregue como conservante nas preparacoes nasais) e Triton X100 que liza

claramente as células.
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Capitulo 5

Conclusao

Apesar de trem sido selecionadas 4 estratégias de formulacdo com caracteristicas de
tamanho adequados quando da preparacao, considerando os atributos avaliados, bem como
a estabilidade, conclui-se que as melhores formulacoes foram a NEc armazenada a
temperatura ambiente e a NEn com armazenamento refrigerado, sendo aceitavel também a
conservacao a temperatura ambiente. A ME poderd ser considerada se se reduzir a
concentracdo inicial de AG no pré-concentrado. O perfil de libertaciao do farmaco a partir
destas formulagoes é também mais rapido embora, nao tenha sido completo. Compreender
as razoes do perfil de libertagdo incompleta do acetato de segesterona usando as camaras

de Ussing horizontal é um t6pico que precisa de mais estudo e otimizagao.

Relativamente a seguranca, a maior seguranca da ME ja era esperada e foi confirmada.
Todas as formulacoes foram mais seguras que os controlos positivos usados e permitiram a
recuperacao do TEER para valores normais. De facto, a NEn podera ser suficientemente
segura para administracao nasal, dependendo da concentracao que venha a ser necessario

ser usada, em func¢io da dose terapéutica que venha a ser estabelecida com este fArmaco.

Concluindo, este trabalho permitiu demonstrar que, apesar de alguma otimizacdo e mais
estudos serem ainda necessarios, tanto a ME (ap6s otimizacdo) como a NEn, em conjunto
com administracdo intranasal, podem vir a ser uma boa estratégia para explorar as
propriedades neuroprotetoras do acetato de segesterona no acidente vascular cerebral

isquémico.
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Anexos

Tabela A1— Critérios para interpretacao dos
resultados obtidos com o modelo MucilAir™
(Epithelix, comunicacao escrita).

TEER (Q-cm?2) LDH (%) O que é espectavel ter acontecido:

>200 <5 Tecido saudavel
Sinais precoces de toxicidade; Se TEER >1500-2000, pode

»200 75 representar uma alteragdo na funcionalidade dos canais i6nicos

[100-200] <5 Ativacao excessiva dos canais i6nicos

[100-200] >5 Sinais precoces de toxicidade.

<100 >5 Sinal claro de toxicidade, com perda da impermeabilidade do tecido.
Dano no tecido (por exemplo, perfuracao) ou morte do tecido

<100 <5

(cessacao da producao de LDH).
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