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RESUMO

A rinossinusite € uma doenca que atinge grande parte da populacdo mundial,
acarretando um 6énus significativo para a sociedade, nos gastos em saude e na perda
de produtividade. A rinossinusite cronica representa um problema de salde
significativo, que atinge entre 5 e 12% da populagéo. O tratamento de primeira escolha
€ a utilizacdo de medicamentos de administracdo intranasal contendo glicocorticoides,
mas que demonstram, como principal obstaculo, o acesso restrito aos seios
paranasais. Uma nova abordagem para o tratamento da doenca consiste na utilizacéo
de sistemas de liberacéo de farmacos capazes de promover a liberacdo controlada do
ativo veiculado diretamente na mucosa nasossinusal. Neste contexto, o objetivo desta
tese foi o desenvolvimento de nanofibras poliméricas biodegradaveis, como sistemas
de liberacéao contendo furoato de mometasona, e a avaliagéo da seguranca do sistema
obtido em um modelo animal in vivo. A metodologia de superficie de resposta com
planejamento de experimentos foi aplicada para o desenvolvimento da formulagao.
Os fatores delineados foram a concentracéo de polimero e a proporc¢éao de solventes,
e a variavel resposta, o diametro das nanofibras. O sistema ideal obtido foi avaliado
por microscopia eletrénica de varredura, andlise termogravimeétrica, difracdo de raios-
X, calorimetria exploratoria diferencial, doseamento e perfil de liberagcdo da
mometasona por método cromatografico validado. Os resultados demonstraram que
o farmaco esta disperso na matriz polimérica, é estavel e com cinética de liberacéo
prolongada em meio biorrelevante in vitro (modelo de Higuchi). Nos testes in vivo, 0
nivel de inflamacdo na mucosa dos animais que receberam a nanofibra contendo
furoato de mometasona foi menor do que aqueles que receberam as nanofibras sem
o farmaco (a = 0,05). A analise histopatolégica mostrou que as nanofibras poliméricas
contendo mometasona sdo seguras e biocompativeis quando aplicadas topicamente
na mucosa nasossinusal e mostram um novo horizonte no tratamento da rinossinusite

cronica.

Palavras-chave: Furoato de mometasona. Copolimero dos acidos glicdlico e lactico.
Liberacdo sustentada. Rinossinusite cronica. Nanofibras. Planejamento de

experimentos.



ABSTRACT

Rhinosinusitis is a disease that affects a large part of the world population, causing a
significant burden for society in health costs and loss of productivity. Chronic
rhinosinusitis represents a significant health problem that affects 5 to 12% of the
population. The treatment of choice is the use of intranasal glucocorticoids, which have
restricted access to the paranasal sinuses. Our new approach consists of the
development of mometasone furoate biodegradable polymeric nanofibers. The new
system, to treat chronic rhinosinusitis, provides a controlled release of glucocorticoids
in the nasosinusal mucosa. This study aimed to develop biodegradable polymeric
nanofibers and explore these fibers' safety in an in vivo rabbit model. The nanofibers
development was optimized using the Response Surface Methodology and Design of
Experiments to achieve the best polymer concentration and solvent ratio for the
electrospinning process. The ideal system, determined by nanofiber's diameter
responses, was analyzed by scanning electron microscopy, thermogravimetric
analysis, X-ray diffraction, differential scanning calorimetry, assay, and drug delivery
by a validated chromatographic method. The results showed that mometasone furoate
is dispersed in the polymeric matrix, is stable, and showed sustained release kinetics
in a bio-relevant nasal environment (Higuchi model kinetics). In vivo tests, the
inflammation level of the animals' mucosa which received the mometasone furoate-
loaded nanofiber was lower than those that received the nanofibers without the drug
(a = 0.05). Histopathology analysis showed that the mometasone furoate-loaded
nanofibers are safe when topically applied on the sinonasal mucosa, opening a new

horizon in chronic rhinosinusitis treatment.

Keywords: Mometasone furoate. Poly (lactic-co-glycolic acid). Nanofibers. Sustained-

release. Chronic rhinosinusitis. Nanofiber. Design of Experiments.
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1 INTRODUCAO / JUSTIFICATIVA

A rinossinusite (RS) é caracterizada pela inflamag&o da mucosa dos seios nasais e
paranasais e pode ser classificada em aguda ou cronica. A rinossinusite cronica (RSC)
€ um problema de saude significativo que afeta entre 5 e 12% da populagéo,
constituindo uma das doengas mais prevalentes das vias aéreas superiores. A doenga
tem um impacto econémico, apresentando custos diretos e indiretos. Os pacientes
demandam a utilizacdo de servicos de saude, com diminui¢cdo da qualidade de vida
relacionada e perda de produtividade. A RSC é caracterizada pela presenca de dois
ou mais sintomas, um dos quais deve ser obstrucdo nasal, congestdo ou secrecao
nasal (gotejamento nasal anterior / posterior), dor facial e / ou presséao; anosmia por
pelo menos 12 semanas (AH-SEE; MACKENZIE; AH-SEE, 2012; ANSELMO LIMA et
al., 2015; FOKKENS et al., 2020; GRAYSON et al., 2020; KATO, 2015).

Embora a fisiopatologia da RSC seja multifatorial e n&o tenha sido totalmente
elucidada, varias causas foram propostas, incluindo fatores ambientais e genéticos,
variagbes anatbmicas, imunodeficiéncia e falhas no mecanismo do clearance
mucociliar (BACHERT et al., 2012; BACHERT; HOLTAPPELS, 2015).

Os corticosteroides intranasais sao a terapia padrao de primeira linha para todas as
formas de RSC, embora sejam mais eficazes em pacientes com polipose. O uso da
endoscopia nasal ampliou o tratamento cirdrgico, considerando a visualizacao
detalhada dos recessos das cavidades paranasais. Além disso, a cirurgia endoscopica
melhora a ventilagdo nasossinusal e restaura o clearance mucociliar, principalmente
em pacientes que ndo respondem aos medicamentos prescritos (FOKKENS et al.,
2020; HAMILOS, 2011; MARPLE et al., 2012; PARIKH et al., 2014; SMITH et al.,
2016).

Desde 1935, os esterbides tém sido amplamente utilizados devido as suas
propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras. O furoato de mometasona (FM)
€ um glicocorticéide com propriedades anti-inflamatorias locais, com efeitos em varias
células, como mastacitos, eosindfilos, neutrdéfilos, macrofagos, linfécitos e também em
mediadores envolvidos no processo inflamatério (BOUSQUET, 2009; HOCHHAUS,
2008; VAN DRUNEN et al., 2005).
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O FM é utilizado em formas farmacéuticas topicas e apresenta alta afinidade pelo
receptor de glicocorticoide com minima absor¢cdo sistémica. A lipofilicidade do
farmaco, associada a dissolucdo das particulas do medicamento, prolonga o tempo
de residéncia na cavidade nasal. O FM é estruturalmente semelhante ao cortisol,
divergindo pela presenca de grupos que aumentam a afinidade pelo receptor de
glicocorticoide e apresentam inibicdo mais potente da sintese e liberacdo de
interleucinas (IL) IL-1, IL-6 e do fator de necrose tumoral (TNF-a) (BARTON et al.,
1991; ERICSON-NEILSEN; KAYE, 2014; HE et al., 2014; HUBNER; HOCHHAUS;
DERENDOREF, 2005; ONRUST; LAMB, 1998).

A presenca de um grupo metil em C1s aumenta a seletividade do FM pelo receptor e
a duplaligacao na posicéo 1,2 no anel A, aumenta a atividade glicocorticoide. A porcéo
esterificada do furoato na posi¢cdo 17-a € responsavel por aumentar a afinidade aos
receptores de glicocorticoides (GR) (BARTON et al.,, 1991; ERICSON-NEILSEN;
KAYE, 2014; HE et al., 2014; HUBNER; HOCHHAUS; DERENDORF, 2005; ONRUST;
LAMB, 1998).

A mucosa nasal tem um grande potencial como via de administracdo de
medicamentos; € uma alternativa para uma maior absor¢cdo de farmacos quando
comparada ao trato gastrointestinal, devido as suas caracteristicas de permeabilidade
celular, menor atividade enzimatica, efeitos de diluicAo por conteddo e pH
(KUSHWAHA; KESHARI; RAI, 2011; SMITH et al., 2016).

Os esteroides topicos, incluindo o spray nasal de FM, quando administrados, podem
reduzir o edema, a formacao de tecido de granulacdo e a deposicéo de fibrina e sédo
amplamente utilizados no pés-operatorio. A limitacdo mais significativa da
administracdo de sprays nasais € o clearance mucociliar, que pode ser minimizado
por sistemas que aumentam o tempo de residéncia na cavidade nasal e,
consequentemente, a concentracdo e a biodisponibilidade do farmaco. Entretanto,
estudos tém demonstrado que os implantes que requerem remog¢ao posterior podem
causar um trauma adicional a mucosa adjacente, dificultando a cicatrizacao (SAHIN-
YILMAZ; NACLERIO, 2011; SZEFLER, 2001; WANNER; SALATHE; O’'RIORDAN,
1996; WEI; KENNEDY, 2012).
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Os sistemas poliméricos biodegradaveis sdo capazes de modular a cinética de
degradacdo in vivo em funcdo da liberacdo controlada dos farmacos dispersos em
uma matriz polimérica (FIALHO; SILVA-CUNHA, 2005; TAHERALI; VARUM; BASIT,
2017).

Polimeros e copolimeros sao derivados de acidos lactico e glicdlico, tais como acido
polilactico (PLA), acido poliglicélico (PGA) e, especialmente, o copolimero dos acidos
glicdlico e lactico (PLGA) demonstram biocompatibilidade, cinética de biodegradacao
e resisténcia mecéanica. A degradacdo in vivo desses polimeros ocorre pelo
mecanismo de erosao, clivagem da cadeia polimérica por hidrélise, liberando acidos
lactico e glicdlico, que séo eliminados pelo ciclo de Krebs na forma de diéxido de
carbono e agua. Na selecéo e utilizacdo do PLGA como excipiente para as nanofibras,
sua biocompatibilidade e seu mecanismo de degradacdo foram parametros
determinantes, visto que os produtos da sua biotransformacéo ja sdo naturalmente
excretados do organismo (JAIN et al., 1998; JAIN, 2000; MAKADIA; SIEGEL, 2011,
UHRICH et al., 1999).

A eletrofiacdo € uma técnica para obtencéao fibras a partir de solugdes poliméricas com
um diametro de dimensfes nanomeétricas, quando submetida a um campo elétrico. As
nanofibras apresentam area superficial maior do que as obtidas em processos de
flacdo convencionais. Fundamentalmente, o sistema de eletrofiacdo tem quatro
componentes: (1) campo elétrico, (2) tubo capilar condutor, (3) bomba e (4) coletor. A
solucéo polimérica contida no tubo capilar condutor é submetida a uma diferenca de
potencial elétrico. A goticula formada acumula carga elétrica em sua superficie,
gerando um jato na direcdo do coletor. Durante esse deslocamento da solugéo
polimérica, o solvente € evaporado e as nanofibras formadas se depositam no coletor
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; CHEW et al., 2006; CHOU; CARSON; WOODROW,
2015; RENEKER et al., 2007; TANG et al., 2016; XUE et al., 2019).

As nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiacdo, contendo farmacos, tém sido
pesquisadas como sistemas drug delivery no tratamento de diversas doencas. As
nanofibras poliméricas apresentam cinética de liberacdo controlada pelas suas
caracteristicas morfoldgicas, dimensionais e farmacotécnicas. A matriz polimérica

possibilita a incorporacdo de farmacos hidrofilicos ou hidrofébicos bem como a
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utilizacdo de polimeros que modulem a velocidade e extensdo da liberacdo dos
principios ativos (BALUSAMY et al., 2020; CHOU; CARSON; WOODROW, 2015).

Avancos cientificos nas areas de oncologia, Alzheimer e infectologia corroboram com
o grande potencial da aplicacdo de nanofibras poliméricas no carreamento de
farmacos (MEINEL et al., 2012; THAKKAR; MISRA, 2017; TSENG et al., 2013).

Os objetivos da tese envolvem o desenvolvimento otimizado das nanofibras
poliméricas carreadas com FM, sua caracterizacdo quimica e o seu perfil de liberacao.
A avaliacdo de seguranca das nanofibras in vivo foi realizada pelo exame da mucosa
apoés a insercdo do sistema nos seios maxilares de coelhos em tempos pré-
estabelecidos (COSTANTINO et al., 2007; KARA, 2004; PARIKH et al., 2014; PEREZ
et al., 2012, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver as nanofibras poliméricas biodegradaveis contendo furoato de

mometasona e a avaliacdo da sua seguranca em modelo experimental.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver as nanofibras poliméricas e otimizar sua fabricagdo utilizando
planejamento de experimentos com o planejamento de composto central.

e Caracterizar as nanofibras utilizando técnicas de microscopia eletrbnica de
varredura, andlise termogravimétrica, difracdo de raios-X, calorimetria exploratoria
diferencial.

e Desenvolver e validar um método cromatografico, para quantificar o furoato de
mometasona nas nanofibras e no perfil de liberacéo in vitro.

e Avaliar a cinética de liberacdo do farmaco a partir das nanofibras em meio e
condicdes biorrelevantes.

e Avaliar a seguranca das nanofibras in vivo, apos implantacéo nos seios nasais de

coelhos.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Revisao da literatura

3.1.1 Rinossinusite

A rinossinusite (RS) é uma doenca sintomética caracterizada pela inflamacéo da
mucosa nasal e seios paranasais, também denominada mucosa rinossinusal. A RS
pode ser classificada em rinossinusite aguda (RSA) e cronica (RSC), de acordo com
0 tempo de evolugédo dos sinais e sintomas. Os fatores de risco potenciais para o
desenvolvimento da RSC incluem fatores genéticos, anatdmicos e ambientais, bem
como a presenca de comorbidades (ANSELMO LIMA et al., 2015; BACHERT et al.,
2020a).

A prevaléncia da RSC na populagdo mundial € 5 a 12%, compromete a vida social e
ocupacional dos individuos e acarreta custos diretos e indiretos aos seus portadores,
aos sistemas de saude e a sociedade (FOKKENS et al., 2020). Na Europa, foi
estimado que 10,9% da populagdo apresentava sintomas da doenca e com uma
variacao significativa entre seus paises (6,9% na Finlandia e 27,1% em Portugal), no
ano de 2011. De acordo com as estatisticas de saude publicadas em 2018 pelo
National Center for Health Statistics (NCHS), 11,2% da populagéo dos Estados Unidos
apresentaram sintomas de RS. No Brasil, a prevaléncia da RSC de 5,51% foi obtida
por um estudo realizado no municipio de Sdo Paulo, com inquéritos transversais de
base populacional em populacdo com idade superior a 12 anos (CDC, 2018; HASTAN
et al., 2011; PILAN et al., 2012; WAHID et al., 2020).

Os sintomas nasossinusais da RSC causam impactos negativos no sono, no humor e
na funcdo das vias aéreas. Dessa forma, ha uma reducdo significativa tanto na
gualidade de vida quanto na produtividade laboral. Os custos diretos da RSC estéo
relacionados as consultas médicas, ao tratamento farmacologico, a hospitalizacdo e
a cirurgia; ja os custos indiretos se referem a reducdo da produtividade laboral, na

forma de absenteismo ou presenteismo (BACHERT et al., 2020a).
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Um estudo transversal, realizado na Holanda, demonstrou que o custo direto anual de
pacientes adultos com RSCcPN (Rinossinusite cronica com polipose nasal) equivale
a €1501 euros e um custo indireto de €5659 euros. Considerando que a prevaléncia
da RSC equivale a 2%, na Holanda, os custos anuais totais de pacientes com
RSCcPN foram estimados em 1,9 bilhdes de euro/ano. Nos Estados Unidos, 0s custos
anuais diretos foram estimados entre US$ 10 e US$ 13 bilh&es e os indiretos, U$ 20
bilhées. Os pacientes com RSCcPN tém gasto de saude estimado em US$ 5,7 bilhdes
anuais. No Brasil, as informacdes relacionadas aos custos diretos e indiretos da
doenca sédo escassas, em decorréncia da auséncia de uma politica nacional que
estabeleca os mecanismos de deteccéo e monitoramento da RSC (BACHERT et al.,
2020a; BHATTACHARYYA et al., 2019; LOURIJSEN; FOKKENS; REITSMA, 2020;
RUDMIK, 2017).

Em adultos, a RSA é diagnosticada quando ocorre o inicio subito de pelo menos dois
dos sintomas: bloqueio, obstru¢éo, congestéo ou secre¢ao nasal, gotejamento nasal,
dor ou presséo facial e reducado ou perda do olfato com duracéo inferior a 12 semanas.
Ja em criancas, o diagndstico ocorre na presenca de dois ou mais dos sintomas:
bloqueio, obstrucdo ou congestdo nasal, secrecdo nasal sem coloracdo e tosse,
também com duracdo inferior a 12 semanas (ANSELMO LIMA et al., 2015; FOKKENS
et al., 2020).

A RSC tem uma duracao igual ou superior a 12 semanas. Em adultos, € definida pela
ocorréncia de dois ou mais sintomas, sendo um a ocorréncia, bloqueio, obstrucéo,
congestao ou gotejamento nasal, com dor ou presséao facial; ou reducéo ou perda do
olfato. Em criancas, o diagndéstico ocorre com a presenca de dois ou mais sintomas,
no qual um é bloqueio, obstrucédo, congestdo ou gotejamento nasal; dor ou presséo
facial; ou tosse (ANSELMO LIMA et al., 2015; FOKKENS et al., 2020).

A RSC pode ser classificada como primaria ou secundaria, de acordo com distribuicao
anatbmica, dominancia do enddtipo ou com mecanismos de cada fendtipo
(BACHERT; AKDIS, 2016; FOKKENS et al., 2020; GRAYSON et al., 2020; KATO,
2015).
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Na RSC priméaria (Figura 1), a distribuicdo anatbmica € geralmente unilateral e
acomete a mucosa nasossinusal, sem o envolvimento das vias aéreas inferiores. A

distribuicdo difusa pode acometer tanto as vias aéreas superiores quanto as inferiores.

No que diz respeito a dominancia de endétipo, a resposta imunoldgica na mucosa
nasossinusal pode ser mediada em respostas de células T e de células B. O padréo
de imunidade nado esta completamente elucidado, entretanto, as respostas
imunolégicas mais reconhecidas estdo relacionadas ao tipo 1 (Tul), Th2 eTul7. A
resposta inflamatéria Tipo 2 associa-se, provavelmente, a células T2, células T
citotdxicas e linfécito T CD4+ (BACHERT et al., 2020b; GRAYSON et al., 2020).

Figura 1 - Classificagdo da Rinossinusite Crénica Primaria.

DETRIBUIGAD EMDAOTIFO EWEM PLOS CLIMICOS E
ANATOMICA DOMINANTE FENAOTIPOS
Tipo 2 RS fungica aléngica

Localieada |wnilateral)

N3o tipo 2 RS isolada
RSC Primaria
DAL

Tipa 2 RS C eosinafilica

RS fingica aléngica
Difusa |bilateral)

RSC nd o eosinofilica
N30 tipo 2 Resposta fraca aos

corticos tenoides

RS: rinossinusite; RSC: rinossinusite crénica; e DACC: doenca atopica do compartimento central.
Fonte: adaptados de GRAYSON et al., 2020 e FOKKENS et al., 2020

As respostas estédo associadas a producédo regulada de interleucina 4 (IL-4), IL-5 e IL-
3, imunoglobulina E e eosinofilia. Em longo prazo, a presenca dos mastocitos e a
degranulacdo dos eosindfilos ocasionam lesédo tecidual. A resposta inflamatoria nédo
tipo 2 abrange as do tipo 1 e 3 (Quadro 1) (BACHERT et al., 2020b; GRAYSON et al.,
2020).

As interleucinas IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral estimulam a producdo de
interferon-gamma (IFN-y) e IL-8. Sequencialmente, ocorre a liberacdo de citocinas,

incluindo IL-1B, IL-6, IL-8 e mieloperoxidase. O IFN-y leva a diferenciagcao de células
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T CD4+ pela producéo de IL-2 e IFN-y (BACHERT et al., 2020b; GRAYSON et al.,
2020).

Quadro 1 - Sinais inflamatérios relacionados aos tipos de RSC.
Células T helper Células tipicas

Tipo e ILCs Citocinas tipicas I
Tipo 1 TulelLCl IFN-y e TNF Neutrdfilos e células NK
Células B produtoras de
Tipo 2 Th2 e ILC2 IL-4, 'ILLj:‘i:'gL'lo € IgE, mastécitos e
eosinofilos.
Tipo 3 Twl7 e ILC3 :tg Neutréfilos

ILCs: células linfoides inatas; NK: natural killers; e Tu: T helper. Fonte: Bachert, et
al., 2020.

Na avaliacdo do fenotipo clinico, as condi¢des patoldgicas localizadas associadas a
inflamacéo do tipo 2, podem estar relacionadas a rinossinusite fungica alérgica (AFRS,
do inglés allergic fungal rhinosinusitis), como uma resposta a infecc¢ao local por fungos
como Alternaria, Bipolaris e Curvularia. Incluem a doenca frontal isolada, doenca
esfenoidal isolada e envolvimento do complexo ostiomeatal (OMC, do inglés
ostiomeatal complex involvement) que, usualmente requerem intervencao cirargica

para desobstrucdo das vias aéreas (GRAYSON et al., 2020).

As condicbes patoldgicas difusas do tipo 2 incluem a doenca atépica do
compartimento central (CCAD, do inglés central compartment atopic disease), RSC
eosinofilica (eCRS, do inglés eosinophilic CRS) e AFSR. Os pacientes acometidos
pela RSC eosinofilica apresentam polipos nasais e severa disfuncdo olfatoria, com
tratamento sensivel aos corticosteroides. Ja a condi¢cao patoldgica difusa ndo-tipo 2
inclui a RSC néao-eosinofilica (Non-eCRS, do inglés non-eosinophilic CRS) e néo é

sensivel ao tratamento com corticosteroides (GRAYSON et al., 2020).

A RSC secundaria (Figura 2) € menos comum e € geralmente associada a uma
doenca sistémica ou patologia local. Quando RSC é localizada, sua causa pode estar
relacionada ao abcesso dentario periapical, neoplasia, trauma facial e corpos
estranhos (GRAYSON et al., 2020).
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Figura 2 - Classificagdo da Rinossinusite Crénica Secundaria.

DISTRIBUICAO MECANISMO EXEMPLOS DE
ANATOMICA FENOTIPOS
Odontogénica
Patologia local Bola fungica
Tumor
Localizada (unilateral)
RSC Secundaria
Mecanica DCP
(mucociliar) FC
Difusa (bilateral) Inflamatoria GPA
(autoimune) GEPA
Imunidade Imunodeficiéncia
(imunodeficiéncia) seletiva

RS: rinossinusite; DCP: discinesia ciliar primaria; FC: fibrose cistica; GPA:
granulomatose com poliangeite (doenca de Wegener); e GEPA: granulomatose
eosinofilica com poliangeite (doenca de Churg-Strauss). Fonte: adaptados de
GRAYSON et al., 2020 e FOKKENS et al., 2020.

A RSC secundaria difusa pode ser causada por doenca autoimune como eosinofilia e
granulomatose com poliangeite. Doencas difusas associadas as imunodeficiéncias
incluem deficiéncia seletiva de IgA, deficiéncia imunolégica comum variavel (CVID, do

inglés common variable immune deficiency) e diabetes (GRAYSON et al., 2020).

A fisiopatologia da RSC é estabelecida sistematicamente, de acordo com suas
categorias. O epitélio nasal é uma barreira imunolégica colonizada por
microrganismos nao patogénicos, cuja funcéo primordial € a manutencao do balanco
hidroeletrolitico e remocéao de particulas e toxinas provenientes do meio ambiente. O
epitélio nasal é protegido por uma camada de muco e pelo movimento mucocilar
(BACHERT et al., 2020a).

As cavidades nasais representam extensa superficie mucosa, determinada por
saliéncias e reentrancias conferidas pelas conchas nasais e septo nasal,
apresentando como principais funcdes o equilibrio da temperatura e umidade do ar
inspirado, além de filtrar as particulas em suspensao (Figura 3). Esses processos
fisiol6gicos nasais sdo dinamicos, apresentando variacbes relacionadas aos
mecanismos autbnomos e em resposta a estimulos externos (BACHERT et al.,
2020a).
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Figura 3 - Anatomia dos seios paranasais e da cavidade nasal.
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Fonte: Adaptado de BACHERT, 2020a.

O desarranjo da estrutura epitelial nasal € um dos mecanismos da doenca pelos
processos de acantose (hipertrofia epitelial) e acantdlise (segregacéo epitelial), que
comprometem a funcionalidade do epitélio. O ciclo de leséo e reparo associados a
transicdo mesenquimal epitelial (EMT, do inglés epitelial-mesenchymal transition) séo
desencadeados pela presenca de patdogenos, alérgenos e tabagismo. Este
mecanismo fisiopatoldgico é associado as respostas inflamatérias eosinofilicas da
RSCsPN (rinossinusite cronica sem polipose nasal) e RSCcPN (rinossinusite cronica
com polipose nasal). As formas n&o eosinofilicas da RSC (tipos 1 e 3) apresentam
hiperplasia glandular e deposicao de colageno mais intensas (BACHERT et al., 2020a;
WANG; YAN; ZHANG, 2020).

Alteracbes da funcdo mucociliar, relacionadas a frequéncia do batimento ciliar, a
coordenacdo ou a estrutura, promovem crescimento bacteriano e formacdo de
biofilme. A colonizacdo por Pseudomonas aeruginosa, Haemophillus influenza e
Streptococcus pneumonia produzem toxinas ciliostatica ou ciliotéxica levando a
exarcebacdo da disfuncéo e lesdo ciliares. A teoria atual sustenta que o papel das
bactérias e fungos no processo da doenca é mais imunoestimulador que infeccioso, e
gue esses agentes infecciosos podem iniciar e propagar uma resposta inflamatoéria
crbnica. Os mecanismos genético e epigenético também estdo associados a leséo

ciliar e a ciliogenese anormal em RSC (BACHERT et al., 2020a).
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O mecanismo de crescimento de poélipos nasais ndo esta claramente elucidado e as
principais hipéteses sdo a presenca de pseudocistos, edemas e alteracbes da
glandula submucosal que causam a obstrucdo dos seios nasais (BACHERT et al.,
2020a; GRAYSON et al., 2020).

Os sistemas imunoldgicos adaptativo e inato desempenham um papel importante na
RSCcPN e RSCsPN pelas respostas dos eosindfilos e macréfagos. Os mecanismos
celulares sédo decorrentes da ruptura da barreira epitelial por proteases bacterianas e
toxinas formadoras de poros, a liberacdo de alarminas em resposta aos fatores de
viruléncia bacteriana e a liberagcdo de histamina dos leucdcitos ou mastdcitos

desencadeados por componentes bacterianos (BACHERT et al., 2020a).

O diagnastico precoce de cada individuo é essencial para um tratamento adequado e
previne complicacdes. Na maioria dos casos, o diagnostico é feito apenas com base
nos sintomas, entretanto, outras modalidades diagndsticas sao utilizadas, incluindo
técnicas de imagem, rinoscopia anterior e cultura microbioldgica. E crucial distinguir
acerca da presenca de polipos nasais na RSC, os quais séo detectados apenas com
endoscopia nasal (BACHERT et al., 2020a; HAMILOS, 2011).

A rinoscopia anterior e a endoscopia nasal podem revelar uma combinacéo de edema
no interior do meato médio, mucopuruléncia e polipose nasal. Asma, rinite alérgica
inalatéria e sensibilidade a aspirina sdo comorbidades que corroboram as
manifestacdes clinicas para o adequado diagndéstico da RSC (BACHERT et al., 2020a;
WANG; YAN; ZHANG, 2020).

A rinoscopia anterior pode ser usada para avaliar a cavidade nasal, mas a endoscopia
nasal tornou-se o método de escolha, em funcdo da sua melhor eficacia para avaliar
0 meato médio e o complexo ostiomeatal. A endoscopia nasal pode diferenciar
RSCsPN da RSCcPN, uma vez que subgrupos de doencas divergem nos padrées de
sintomas (Quadro 2). (BACHERT et al., 2020a; WANG; YAN; ZHANG, 2020).
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Quadro 2 - Diferencas clinicas entre RSCsPN e RSCcPN.
Caracteristicas

clinicas RSCsPN RSCcPN
Aspecto normal*, com um terco dos Pélipos nasais bilaterais*, mas
Endoscopia nasal pacientes com edema em meato frequentemente com edema e
médio e mucopuruléncia. sem polipos apds a cirurgia
~ - . Perda do olfato e paladar*,
~ Dor ou presséo facial*, gotejamento = . =
Padrdo de . - congestéo nasal*, secrecao
: nasal anterior ou posterior*, - ;
sintomas . antero-posterior e dor ou
congestdo nasal e perda do olfato. ~ ;
pressao facial.
. 50-70%, grave tipo 2
- 0 L L
PO & 0-20% n&o tipo 2.
Recorréncia 12 20% tipo 2, e Até 80% tipo 2,
anos apos cirurgia <10% nao tipo 2. E <10% nao tipo 2.
Doenca respiratéria
exacerbada por Raramente 10-30%
aspirina

RSCsPC: rinossinusite crénica sem polipose nasal; RSNcPN: rinossinusite crénica com polipose
nasal; e * sinais mais frequentes. Fonte: Bachert, et al., 2020.

A prevencao da RSC perpassa pela promocéo de um estilo de vida saudavel para o
desenvolvimento de imunidade do paciente. A redugcdo da exposicdo a toxinas
inaladas, tais como fumaca de cigarro, vapores irritantes ou poluentes ocupacionais,
podem reduzir significativamente o risco de desenvolver a doenca (BACHERT et al.,
2020a).

Os objetivos da farmacoterapia da RNC séo reduzir a infeccdo e a inflamacéo,
restaurar a funcéo ciliar e melhorar a ventilacdo da mucosa. A selecédo da terapia
medicamentosa adequada baseia-se no historico de prescri¢ao individual do paciente,
na duracdo dos sintomas, na gravidade e na presenca de polipos (HALAWI; SMITH;
CHANDRA, 2013; MELTZER; HAMILOS, 2011).

Os corticosteroides intranasais (INCS, do inglés intranasal corticosteroids) e a
irrigacdo salina constituem a terapia padrao de primeira linha para todas as formas de
RSC, embora mais eficazes em pacientes com polipose. As doses administradas dos
sprays intranasais ndo acessam 0 seio nasal e a quantidade de corticosteroide que
atinge o tecido no local é desconhecido. Os INCS apresentam eficacia para reducéo
do tamanho do podlipo nasal, desobstrucao nasal e reducéo da rinorreia e da anosmia.
As formulacBes contendo INCS com biodisponibilidade inferior a 1% (mometasona e
fluticasona) sdo utilizadas com segurancga a longo prazo. Os corticosteroides orais

também sdo recomendados para o tratamento de curto prazo da RSC com pélipos



32

nasais e na auséncia de resultados com o tratamento de primeira linha (BACHERT et
al., 2020a; HAN; KERN, 2019; MELTZER; HAMILOS, 2011; ORLANDI et al., 2016;
POETKER; REH, 2010; YU et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

A cirurgia endoscopica funcional dos seios paranasais (FESS, do inglés functional
endoscopic sinus surgery) € um método eficaz para o tratamento da RSCcPN, pela
desobstrucdo das vias e pela a administracdo tépica de solugBes contendo anti-
inflamatérios e antibiéticos ao final do procedimento cirargico. No procedimento, a
mucosa inflamada é removida das paredes dos seios da face, permitindo a
reepitelizacdo da cavidade nasal, a melhoria na ventilagdo nasossinusal e o
restabelecimento do clearance mucociliar (BACHERT et al., 2020a; MARPLE et al.,
2012; SMITH et al., 2016; WEI; KENNEDY, 2012).

Os fatores relacionados ao paciente, ao procedimento cirirgico e ao pos-operatorio
influenciam significativamente o resultado da cirurgia nasossinusal. A FESS é indicada
em pacientes com RSC e pdlipos nasais, tumores nasais benignos ou malignos.
Complicagcdes no poés-operatério, incluindo cicatrizes dos Ostios dos seios, 0
desenvolvimento de aderéncias das mucosas, a lateralizacdo da concha média, a
inflamacéo persistente da mucosa, altera¢des da mucosa polipdide ou persisténcia de
polipos contribuem para o insucesso do tratamento (BACHERT et al., 2020a; MARPLE
et al.,, 2012; SMITH et al., 2016; WEI; KENNEDY, 2012).

Os sistemas Propel® e Sinuva® sao os primeiros implantes auto-expansiveis que sao
inseridos cirurgicamente e liberam corticosteroides diretamente no sitio da inflamacao.
A disponibilidade desses tipos de implantes representa um avanco significativo no
tratamento poés-cirdrgico da RSC (KENNEDY, 2012; MELTZER; HAMILOS, 2011;
PARIKH et al., 2014; POETKER; REH, 2010).

Os sistemas Propel® contém 370 pg de FM e séo fabricados pela empresa Intersect®.
O Propel®, Propel Mini®, Propel Mini® com SDS e Propel Contour® apresentam
variacdes dimensionais e no local de administracéo, que séo, respectivamente, o0 seio
etmoidal, seio etmoidal ou frontal, seio etmoidal e seio frontal ou maxilar. O sistema
implantavel Sinuva® é fabricado também pela Intersect®, com uma dose de 1350 ug

de FM, para ser administrado endoscopicamente no seio etmoidal. O farmaco pode
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ser liberado por 90 dias, que é o tempo limite para sua remocao (accessdata.fda.gov;
WEI; KENNEDY, 2012).

O Sinuva® possui registro nos Estados Unidos, sob o numero N209310, entretanto,
os produtos da linha Propel® néo estéo registrados no Food and Drug Administration
(FDA), até a presente data. Os efeitos adversos reportados nos estudos clinicos de
fase 3 foram a presenca de infec¢ao e formagéo de crostas, com a necessidade da
remocao do stent (accessdata.fda.gov; WEI; KENNEDY, 2012).

Dados anteriores demonstram que os implantes contendo FM sé&o eficazes nareducao
da inflamacdo pds-operatéria, polipose, aderéncias da mucosa e lateralizagdo do
corneto médio apds cirurgia do seio nasal e reduz a necessidade do tratamento oral
com corticosteroides (accessdata.fda.gov; HAN; KERN, 2019; WEI; KENNEDY,
2012).

O mercado de sistemas de liberacéo controlada de farmacos para administracdo nasal
tem a expectativa de ultrapassar US$ 64 bilhdes até o ano de 2021(MAHER,;
CASETTARI; ILLUM, 2019).

Estudos recentes com medicamentos bioldgicos foram conduzidos como alternativas
no tratamento da RSC. Os anticorpos monoclonais mepolizumabe, omalizumabe e
dupilumab estdo entre os mais promissores e resultados preliminares foram
reportados para o omalizumabe (BACHERT et al., 2020b).

O Quadro 3 apresenta os sistemas implantaveis em estudo clinico (em andamento e

concluidos) aprovados pelo FDA para o tratamento de RSC (clinicaltrials.gov/).
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Quadro 3 - Sistemas de liberac&o prolongada para o tratamento da RSC em
estudos clinicos aprovados (em andamento/concluidos) pelo FDA.

Sistema implantavel

FM, 1350 pg disperso em
blenda PLGA (Sinuva®)

FM, 370 g disperso em
blenda PLGA (Propel®)

FM, 1350 pg disperso em
blenda PLGA (Sinuva®)

FM, 1350 pg disperso em
blenda PLGA (Sinuva®)

FM, 370 g disperso em
blenda PLGA
(Propel Mini®, Propel
Nova®), administrados no
seio frontal.

Implante contendo 7500
mcg de LYR-210 (FM),
administrados
bilateralmente.
Fonte: clinicaltrials.gov/

Status

Fase 3
concluida

Fase 4
concluida

Fase 3
concluida

Fases2e 3
concluidas

Fase 3
concluida

Fase 2
em
andamento

Desenho

Ensaio clinico
prospectivo, ndo
randomizado, aberto e
multicéntrico com 50
pacientes = 18 anos
Ensaio clinico
randomizado, controlado
e cego com 50 pacientes
= 18 anos
Ensaio multicéntrico,
controlado duplo-cego
conduzido com 300
pacientes = 18 anos
Ensaio multicéntrico,
randomizado, controlado
por placebo, duplo-cego
com 100 pacientes = 18
anos, FESS prévia e
polipése recorrente
Estudo multicéntrico
prospectivo,
randomizado, cego,
controlado, em 160
pacientes = 18 anos, no
seio frontal
Estudo randomizado,
cego, controlado por
placebo, em 110
pacientes = 18 anos

Doencgas

RSC
Polipos nasais

RSC
Etmoidal

RSC

Polipos nasais

RSC
Polipos nasais

RSC

RSC
Diagnéstico da
RSC

Periodo

2017-2019

2015-2018

2014-2018

2013-2018

2014-2018

2019-2021

Todos estdo sendo conduzidos com o mesmo principio ativo. No Brasil, ndo ha registro

de estudo clinico sendo conduzido para sistemas de liberacdo prolongada para

tratamento da RSC, de acordo com pesquisa realizada na plataforma de Registro

Brasileiro de Ensaios Clinicos (REBEC), até a presente data (ensaiosclinicos.gov.br;

clinicaltrials.gov).

3.1.2 Furoato de mometasona

Os esteroides sao

classificados

em glicocorticoides

(possuem atividade

imunoduladora), mineralocorticoides (controle hidroeletrolitico) e esteroides sexuais

(os que exercem atividade androgénica ou estrogénica). Os glicocorticoides

apresentam atividade anti-inflamatéria, reconhecida desde a década de 1940 e, em

1973, comecaram a ser utilizados no tratamento da rinite alérgica. Houve um avango
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terapéutico significativo no tratamento, com a aplicagédo dos INCS diretamente sobre
a mucosa nasal, com a reducédo dos efeitos adversos (DAVIES; NELSON, 1997,
ERICSON-NEILSEN; KAYE, 2014).

O furoato de mometasona (Figura 4), 9a-21-dicloro-113-17a-diidroxi-16a0-
metilpregna-1,4-dieno-3,20diona 17-(2’-furoato), € um glicocorticoide sintético,
descoberto por Shapiro&Grove no Instituto de Pesquisa da Schering Plough em Nova
Jersey, na década 1980 (BUSILLO; CIDLOWSKI, 2013; DAVIES; NELSON, 1997;
DRAPER et al., 1998; ERICSON-NEILSEN; KAYE, 2014; SHAPIRO; GROVE, 1984).

Figura 4 - Férmulas estruturais do cortisol (a), furoato de mometasona (b)
e mometasona (c).

4 N

(a) Ho (b) (<)

~o” ] -}

Fonte: Adaptado de BARTON et al., 1991; HOCHHAUS, 2008.

A patente relativa a sua sintese e aplicacdes farmacologicas foi depositada nos
Estados Unidos, sob o niumero 4.472.393 e codificado como SCH32088 (Elocon®)
(BUSILLO; CIDLOWSKI, 2013; DAVIES; NELSON, 1997; DRAPER et al., 1998;
ERICSON-NEILSEN; KAYE, 2014; SHAPIRO; GROVE, 1984).

O FM (Figura 4,b) apresenta grupamentos quimicos que aumentam a afinidade pelo
receptor glicocorticoide e foi originalmente desenvolvido para o tratamento de
dermatoses responsivas aos corticosteroides. Apresenta eficacia comprovada no
tratamento da psoriase e dermatite atopica, com baixa incidéncia de supresséao do
eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) (DAVIES; NELSON, 1997; DRAPER et al.,
1998; PRAKASH; BENFIELD, 1998).

O cortisol € um esteroide enddgeno, produzido pelo cortex adrenal com afinidade aos

GR e com poténcia inferior as dos glicocorticoides sintéticos. Avaliagbes da relacdo
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da estrutura-atividade do FM (Quadro 4) demostraram que o grupamento furoato, na
posicao C-17-a do anel esteroide aumenta seu caréter lipofilico e a sua afinidade aos
GR. A presenca do a&tomo de halogénio na posicao 21, o torna resistente as esterases
presentes na epiderme (CRIM; PIERRE; DALEY-YATES, 2001; HE et al.,, 2014;
HOCHHAUS, 2008; PRAKASH; BENFIELD, 1998).

Quadro 4 - Caracteristicas fisico-quimicas de furoato de

mometasona.
Caracteristica Furoato de mometasona (DCB: 06061)
Formula molecular C27H30Cl206
Massa molar (g/mol) 521,43
P6 branco ou quase branco, funde em
Caracteristicas fisicas aproximadamente 220 °C, com
decomposicao.
pKa (0 -14) 13,79
Log P 5,06

Fontes: ANVISA,2021; pubchem.ncbi.nim.nih.gov.

As propriedades anti-inflamatorias do FM, comuns aos demais glicocorticoides, estéo
relacionados a cadeia do acido araquidonico, pela inibicdo direta e indireta da enzima
fosfolipase A2, uma enzima critica para a producao dos mediadores inflamatorios. O
farmaco inibe a expressdo de histamina, leucotrienos, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
interferon-y e TNF-q, in vivo e in vitro. Os esteroides podem afetar a expresséo e
traducdo genética (Figura 5), bem como a atividade enzimatica por meio de uma
multiplicidade de vias bioguimicas (BARTON et al., 1991; ERICSON-NEILSEN; KAYE,
2014; HUBNER; HOCHHAUS; DERENDORF, 2005; LUMRY, 1999; PRAKASH;
BENFIELD, 1998).



Figura 5 - Mecanismo de sinalizag&o dos corticosteroides.
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GR: receptor de glicocorticoides; GRE: elementos dos receptores de
glicocorticoides. Fonte: (MATERA et al., 2019).

Estudos comparativos demostraram que o FM apresentou maior poténcia e inibicao
da sintese de IL-1, IL-6 e TNF a (Quadro 5) (BARTON et al.,
HOCHHAUS; DERENDORF, 2005; LUMRY, 1999; PRAKASH; BENFIELD, 1998).

O FM apresenta a taxa de ligacao a proteinas de 99,5%, clearance de 54 L/h, volume

de distribuicdo de 332 L e meia vida (I.V.) de 5,0. Nos microssomos hepaticos
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1991; HUBNER;

humanos, a formacao de metabdlitos € regulada pelo citocromo P-450 e sua excrecao

ocorre, em maior extensao, na bile (HOCHHAUS, 2008; MATERA et al.,

Quadro 5 - Afinidade de ligacdo ao GR relativa dos
glicocorticoides tépicos.

2019).

Farmaco

Afinidade de ligagdo ao GR

relativa(*)
Furoato de mometasona 1235
Propionato de fluticasona 831
Budesonida 258
Acetonido de triancinolona 164
Dexametasona 100
Progesterona NA

GR: receptor glicocorticoide; (*) quantidade relativa necessaria para substituir
50% da dexametasona tritiada ligada (controle positivo) Fonte: Adaptado de

LUMRY, 1999; VALOTIS; HOGGER, 2004.
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O FM, quando administrado na cavidade nasal, € praticamente indetectavel no
plasma, utilizando método analitico com limite de quantificacdo equivalente a 50
pg/mL. Estudos randomizados, duplo-cego e controlados por placebo, realizados em
adultos, comprovaram que a administracdo inalatéria de 1600 mg de FM néao
apresenta efeitos sistémicos (HOCHHAUS, 2008; MATERA et al., 2019).

No Brasil, os medicamentos contendo FM registrados junto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sdo comercializados nas formas farmacéuticas de uso
topico (creme e pomada) para tratamento da inflamacéo e prurido como psoriase e
doencas alérgicas da pele, suspenséo nasal para tratamento da rinossinusite aguda
e po6 inalatorio para tratamento da asma. Nos Estados Unidos, apds a consulta ao
Orange Book, além dos registros das mesmas formas farmacéuticas disponiveis no
Brasil, ha o registro de um implante de liberacdo prolongada contendo 1,35 mg de FM,
utilizado no tratamento pos-cirargico da RSC, o Sinuva® (accessdata.fda.gov, 2021;
gov.br/anvisa, 2021; HAN; KERN, 2019). (HAN; KERN, 2019)

3.1.3 Administracdo nasal de farmacos

O nariz esta situado no segmento anterior do trato respiratorio e pode ser dividido em
nariz externo e cavidade nasal. Seu arranjo anatdmico permite que a via aérea
permaneca aberta pelo vestibulo nasal. Cada cavidade nasal é delimitada pelo septo
nasal e parede lateral, localizados lateralmente, e abaixo, encontram-se 0os meatos
inferiores, meio e superiores. A cavidade nasal apresenta area superficial total de,
aproximadamente, 150 cm? e um volume total de 15 mL (MYGIND et al., 2001;
WATELET; VAN CAUWENBERGE, 1999).

A cavidade nasal € complexa e apresenta as funcfes de umidificacdo, filtracdo e
acondicionamento do ar inalado, além de permitir uma resposta imunolégica a
particulas inspiradas. O tecido epitelial da cavidade nasal é constituido de células
colunares ciliadas e nédo ciliadas, células caliciformes e células basais, com
proporcdes diferentes em cada regido da cavidade nasal. As células caliciformes

possuem granulos secretores de mucina, componente que representa
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aproximadamente 2% do muco nasal (MYGIND et al., 2001; PARIKH et al., 2014,
WATELET; VAN CAUWENBERGE, 1999).

A mucosa nasal é uma via potencial para a administracdo de medicamentos, sendo
uma alternativa para acao local ou sistémica, apresentando absor¢cdo mais rapida e
em maior grau quando comparado ao trato gastrointestinal. O pH da mucosa nasal €
entre 5,5 e 6,5 e sua temperatura entre 32 e 34 °C. A mucosa hasal apresenta elevada
area superficial, elevada vascularizacdo, auséncia do metabolismo de primeira
passagem com o0 aumento da biodisponibilidade e a possibilidade da aplicacdo de
sistemas com liberacdo nose to brain (ARORA; SHARMA; GARG, 2002;
COSTANTINO et al., 2007; ENGLAND et al., 1999; KECK et al., 2000).

O muco é uma secrecao viscoelastica aderente e complexa, produzida pelas células
caliciformes especializadas do epitélio. A sua composicao € de aproximadamente 95%
de agua, 2% de glicoproteinas, 1% de outras proteinas e 1% sais inorganicos e a
guantidade de lipidios é inferior a 1%. Os liquidos da superficie sdo constituidos de
fluido periciliar (fase sol, préximo a superficie celular) e a camada de muco (fase de
gel, sobre a fase sol) com comportamento ndo newtoniano (BANSIL; TURNER, 2018;
COSTANTINO et al., 2007; LECHANTEUR; NEVES; SARMENTO, 2018; MARTTIN et
al., 1998; MYGIND et al., 2001; WANNER; SALATHE; O’'RIORDAN, 1996).

O tempo do transito mucociliar normal em humanos é entre 12 a 15 minutos. A
composicao e as propriedades reologicas do muco nasal podem ser alteradas pela
interacdo das glicoproteinas aos fragmentos de neutréfilos e eosindfilos (BANSIL;
TURNER, 2018; COSTANTINO et al., 2007; LECHANTEUR; NEVES; SARMENTO,
2018; MARTTIN et al., 1998; MYGIND et al., 2001; WANNER; SALATHE;
O’'RIORDAN, 1996).

Umas das limitacdes mais relevantes dos medicamentos de administracao intranasal
€ a ocorréncia de clearance mucociliar, que é influenciado por condi¢des patoldgicas,
exposicao a alérgenos e poluentes. O clearance mucociliar pode alterar a velocidade
e a extensdo de liberacdo de farmacos no sitio de acdo (UGWOKE et al., 2005; WEI;
KENNEDY, 2012).
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As principais barreiras que limitam a absorcdo dos farmacos na mucosa nasal séo a
degradacdo enzimatica no tecido ou na cavidade nasal, a espessura da mucosa e 0s
fatores relacionados a massa molecular e a lipofilicidade. Os farmacos ideais para
administracao nasal devem apresentar massa molecular inferior a 1000 Da e serem
lipofilicos. O desenvolvimento de formula¢cdes que aumentam o tempo de residéncia
dos farmacos na cavidade nasal pode minimizar os efeitos cinéticos relacionados ao
clearance mucociliar (ARORA; SHARMA; GARG, 2002; DAVIS; ILLUM, 2003; SOFI
et al., 2020; UGWOKE et al., 2005; WEI; KENNEDY, 2012).

Quando administrados topicamente, os INCS apresentam um potencial minimo para
ocorréncia de efeitos adversos sistémicos, contrario ao observado na terapia oral, uma
vez que doses relativamente baixas sédo efetivas quando aplicadas topicamente. O
local de deposicao do farmaco na cavidade nasal pode influenciar a sua absorcao, e
guando for o caso, a acdo local (COSTANTINO et al., 2007; DJUPESLAND, 2013).

Para o tratamento mais eficaz da RSNcPN, a distribuicAo do glicocorticoide na
superficie da mucosa é extremamente desejavel especialmente nos meatos meédio e
superior, Nos quais se espera uma acao topica (COSTANTINO et al.,, 2007;
DJUPESLAND, 2013).

Os INCS utilizados no tratamento da RSNcPN apresentam deposicéao tipica na regido
anterior e inferior da cavidade nasal e, consequentemente, ndo ha uma entrega eficaz
dos farmacos nos meatos e seios da face, nos quais predomina 0 processo
inflamatorio (DJUPESLAND, 2013).

Estudos sugerem que a farmacocinética e a farmacodinamica de farmacos
administrados pela via intranasal ndo sao afetadas pela presenca da rinossinusite. Os
tempos de inicio da acdo dos INCS séo variaveis (Quadro 6), variando entre 12 horas
a dias, sendo que o FM e o propionato de fluticasona oferecem alivio relativamente
rdpido dos sintomas, quando comparados aos demais corticosteroides
(COSTANTINO et al., 2007; LUMRY, 1999).
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Quadro 6 - Fatores clinicos dos INCS intranasais.

: Tempo parainicio dos Biodisponibilidade
Hipdieemente efeitos sistémica (%)
Dipropionato de Em 3 dias 17

beclometasona
Em 24 h, geralmente em

Budesonida . 11
poucos dias

Flunisolida 4 a7 dias 20-50
Propionato de 12 h a alguns dias <2

Fluticasona

Furoato de Inicio com 12 h, <01
mometasona média de 36 h ’
Acetonido de Antes de 24 h 22

triancinolona
Fonte: Adaptado de LUMRY, 1999.

Métodos de tratamento com base nanotecnoldgica para RSC tém a perspectiva de um
amplo crescimento de mercado para agentes tOpicos novos e existentes, bem como
novas vias e locais de administracdo, mais eficazes, visando aumentar a adeséao do
paciente e biodisponibilidade do farmaco (KUMAR; PANDEY; JAIN, 2016).

3.1.4 Nanofibras poliméricas

Os primeiros registros de patentes relacionados ao processo de obtencdo de
nanofibras ocorreram no inicio do século XX. Entretanto, apenas no inicio da década
de 1990 que os grupos de pesquisa de Reneker & Rutledge reinventaram a técnica
de eletrofiacdo (HUANG et al., 2003; XUE et al., 2019).

O processo de eletrofiagdo (em inglés electrospinning) ocorre quando um campo
elétrico é aplicado em uma solucéo viscoelastica e sua goticula, na ponta de uma
agulha, que se desloca para um suporte. Durante o deslocamento da solucao, ocorre
a evaporacao do solvente e a deposicdo das nanofibras interconectadas no suporte.
A eletrofiacdo permite produzir fibras em malhas, mantas ou membranas poliméricas
com diametros variando entre 10 nm a 10 um (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; HUANG
et al., 2003; XUE et al., 2019).

A eletrofiacao consiste das principais etapas descritas a seguir (Figura 6) (HUANG et
al., 2003; XUE et al., 2019):
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1) uma solucdo contida em um pequeno capilar/agulha é submetida a uma vazao
controlada;

2) a goticula gerada na ponta do capilar carregada eletricamente sofre uma repulsao
eletrostéatica gerando uma deformagéo no formato de um cone (cone de Taylor);

3) formacédo de um jato estendido que, ao ser acelerado pelo campo elétrico na direcéo
do suporte coletor, tem suas dimensodes reduzidas num processo de elongacgao;

4) solidificacdo do jato em decorréncia da evaporacao do solvente, com a formacgao
das fibras. As cargas podem estar aprisionadas na superficie das fibras apés a
evaporacao do solvente; e

5) deposicéo das fibras em um coletor aterrado, com a dissipagcédo das suas cargas
aprisionadas

Figura 6 - Diagrama do processo de eletrofiacao.

4= Solu¢do polimérica

Agulha metalica s

Fonte de alta
tensdo

Deposi¢dao das nanofibras

Fonte: Adaptado de FENG et al., 2019.

A reducado do diametro para escala nanométrica durante o processo de eletrofiacdo
favorece o aumento da relacdo superficie-volume, alteracdo na molhabilidade,
controle da cinética de liberacdo e reducdo das imperfeicdes na morfologia
(RENEKER et al., 2007).

As técnicas de eletrofiacdo podem ser classificadas em eletrofiacdo de misturas,

coaxial, emulsao, por fusdo e a jato de gas (SHAHRIAR et al., 2019).
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A incorporacdo de farmacos em nanofibras pode ocorrer por diferentes técnicas
(Quadro 7), incluindo modificacbes poOs-eletrofiacdo, eletrofiacdo de misturas da
solucdo polimérica com farmacos, nanoparticulas ou emulsdes, bem como a
eletrofiacdo coaxial com estrutura casca-nucleo (do inglés core-shell) (MEINEL et al.,
2012).

Quadro 7 - Técnicas de preparo de nanofibras por eletrofiacdo e seus

beneficios.
Técnica de
Esquema de processamento incorporacéo do Beneficios
farmaco
Sistema versétil para
liberagdo de
_— b farmacos, sem a
[ > inr3
\% 3 Eletrofiagdo do exposigdo do

= ] -
fletrofiagzo  MCOTPOTacd0 do V® o 4 farmaco ao processo

polimero seguida

s N rhoracac R 4 o
Modificagao pos-eletrofiagao s 0‘\ .' o 3 da adsorcao do Peg‘ﬁ g{laeltirt?:;g:%% i
LX4 2 : farmaco. . G
o ° farmaco definida

pelo seu grau de
interagdo com a

matriz.
’ Eletrofiagédo da . =
o G Liberagdo
\ y B solugdo modificada ou
Eletrofiacédo da blenda Hletrofiagéo da blenda Le &v P polimérica,
¢ ° | dad
polimérica férmaco/polimero S ) contendo: prolongada de
—_— oY 9 | . = farmacos.
é)\ 0 > farmaco, emulséo,
A & ou suspensao.
—_— Eletrofiagéo da
Eletrofiagao co-axial, v mistura de
%D‘-ﬂ‘ @ nicleo férmacole polimero \ férmaco/poh’mero
.?,L? * e casca polimero. ‘ 7 como nicleo
Coaxial com estrutura casca o / \ o Liberac&o
. s aprisionado dentro -
nucleo ~N / o modificada.
) VA de um invélucro
/ / . de uma segunda
solucéo
g rve) polimérica.

Fonte: Adaptado de MEINEL et al., 2012.

Os parametros criticos que afetam a formacdo, a morfologia e as dimensdes das
nanofibras eletrofiadas estdo relacionadas a: (1) parametros do sistema que
compreendem as caracteristicas do polimero (massa molecular, distribuicdo de massa
molecular e arquitetura) e propriedades reoldgicas da solucéo (solvente, viscosidade,
tensao superficial e condutividade elétrica); (2) parametros do processo (diferenca de
potencial elétrico aplicada, vazéo, temperatura, didametro da agulha, suporte e a
distancia entre a ponta da agulha e o coletor); e (3) parametros ambientais (umidade
relativa do ar, temperatura do ambiente e a composicéo atmosférica) (GOH; SHAKIR;
HUSSAIN, 2013; HUANG et al., 2003; THAKKAR; MISRA, 2017; XUE et al., 2019).



44

Os efeitos relacionados ao aumento da concentracdo do polimero na solugédo sao a
formacdo de nanofibras com didmetros maiores e com a presenca de particulas (do
inglés, beads) (HUANG et al., 2003; THAKKAR; MISRA, 2017).

A viscosidade da solugdo é um dos parametros mais criticos que influenciam no
didametro das fibras, sendo que valores maiores ocasionam a formacao de nanofibras
com didmetros maiores. A avaliacdo do parametro € determinante, ja que uma solucéo
polimérica deve ter uma concentracdo alta o suficiente para formacdo da matriz
polimérica, entretanto ndo tdo alta que a viscosidade reduza ou impeca 0 movimento
do polimero induzido pelo campo elétrico (THAKKAR; MISRA, 2017).

O aumento da condutividade do solvente reduz a possibilidade de formacao de
particulas e geram nanofibras com diametros menores (FRENOT; CHRONAKIS,
2003). O aumento na diferenca de potencial elétrico aplicada ocasiona a formacgéo de
nanofibras com menor diametro e com menor formacao de particulas. O aumento na
vazao da solucdo esta associada ao aumento do diametro das fibras (THAKKAR;
MISRA, 2017).

O coletor € geralmente uma folha de metal plana ou uma grade que pode ser revestida
com um tecido e a medida que a distancia entre a ponta da agulha e o coletor &
reduzida, ha uma tendéncia em uma maior adeséo das nanofibras ao coletor e entre
si, com um aumento do diametro das mesmas (FRENOT; CHRONAKIS, 2003;
THAKKAR; MISRA, 2017). As condi¢cbes ambientais podem refletir na formacédo de
poros, tais como a formacao de poros circulares com 0 aumento da umidade relativa
no ar (HUANG et al., 2003; XUE et al., 2019).

As nanofibras séo utilizadas como sistemas de liberacdo controlada de farmacos e, a
cinética de liberacdo depende da natureza quimica do polimero e da interacdo entre
o farmaco e a matriz polimérica. Os mecanismos de liberacdo do farmaco envolvem
processos de dessorcao, difusdo e/ou degradacao da matriz. A cinética de liberacao
dos farmacos é diretamente afetada pela escolha do polimero, da porosidade,
morfologia e geometria das nanofibras. Geralmente, diametros menores apresentam

maior velocidade de liberac&o, pela correlagdo com maior area superficial. Estudos
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demonstraram ainda, que nanofibras com diametros maiores e com elevada
porosidade liberam o farmaco mais rapidamente quando comparadas as mais finas e
com menor porosidade (THAKKAR; MISRA, 2017).

Os parametros relacionados ao farmaco que interferem no seu perfil de liberacéo sédo
a massa molecular, o estado fisico, solubilidade, intera¢gbes entre o farmaco e a matriz
polimérica, bem como a proporc¢ado farmaco-polimero. Quanto maior a proporcéo de
farmaco na composi¢cdo e menor massa molecular do farmaco, ha uma tendéncia a
sua liberacdo imediata. Dessa forma, o uso de nanofibras poliméricas € uma estratégia
promissora para o tratamento de doencas inflamatérias tanto agudas quanto cronicas,
em funcdo de sua versatilidade em proporcionar liberagdo controlada de farmacos
(MEINEL et al., 2012; THAKKAR; MISRA, 2017).

A capacidade de carreamento de farmacos, biocompatibilidade, biodegradabilidade
das nanofibras séo atributos que permitem a administracdo em diferentes vias, tais
como oral, parenteral, sublingual, retal, vaginal, ocular, nasal, inalatéria e
transdérmica. Esses sistemas de liberacdo permitem a entrega do principio ativo
diretamente no local esperado para a acao farmacologica, colaborando para a
reducdo da toxicidade pela possibilidade da diminuicdo da dose (SHAHRIAR et al.,
2019).

No Brasil, ndo ha estudo clinico sendo conduzido com nanofibras, de acordo com
pesquisa realizada na plataforma REBEC, até a presente data. Nos EUA, estédo
registrados 6 estudos clinicos, até a presente data: antibidticos em ortodontia,
curativos de feridas, compdsitos em resinas dentéarias, reparo de manguito rotator em
pacientes acima de 55 anos e enxerto em feridas (ensaiosclinicos.gov.br, 2021;

clinicaltrials.gov, 2021).

Os sistemas poliméricos podem ser biodegradaveis ou ndo-biodegradaveis, baseado
nas caracteristicas do polimero utilizado. Sistemas nao-biodegradaveis séo
principalmente compostos de derivados de celulose, silicones, polimeros acrilicos,
polivinilpirrolidona e copolimeros dos oOxidos de etileno e propileno, que quando
administrados requerem intervencgao cirurgica para remocao. As formas farmacéuticas

gue possuem polimeros biodegradaveis nao precisam ser removidos apos a
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administracao ja que os produtos de sua degradacdo sao absorvidos pelo organismo,
diminuindo a necessidade de uma abordagem invasiva (FIALHO; SILVA-CUNHA,
2005; NAVES et al., 2017). Os polimeros biodegradaveis mais utilizados atualmente
sdo os poliésteres, tais como a poli(e-caprolactona), o acido poli-lactico (PLA) e os
diferentes tipos poli lactico-co-glicélico (PLGA) (FIALHO; SILVA-CUNHA, 2005;
GENTILE et al., 2014).

O PLGA é um copolimero linear que pode ser sintetizado em diferentes propor¢cdes
entre seus mondmeros constituintes: o &cido lactico e acido glicolico (Figura 7).

Figura 7- Estrutura quimica do copolimero dos acidos glicélico e lactico e
seus respectivos mondmeros.

4 N

0 o) Q
H
OH OH o
HO)LT/ ¥ HOJJ\/ — HO/’JJY HT(\O/K
CH, CH, o
k Acido lactico Acido glicélico Copolimero dos acidos glicélico e lactico /

Fonte: Adaptado de (GENTILE et al., 2014).

Mecanismos diversos de sintese sdo usados na obtencdo do PLGA e os parametros
de processo influenciam em suas caracteristicas fisico-quimicas. O PLGA é um
insumo solido branco amorfo, solivel em solventes organicos clorados,

tetraidrofurano, acetona e acetato de etila (GENTILE et al., 2014).

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos copolimeros de PLGA se encontra acima
da fisioldgica (37 °C) e, nessa condicdo, o polimero apresenta uma estrutura rigida.
Essa caracteristica € um fator determinante para sua utilizacdo em sistemas de
liberacdo de farmacos e na velocidade de degradacdo dos polimeros, ja que esta
relacionada ao grau de cristalinidade e a organizacdo das cadeias poliméricas.

Portanto, o polimero que apresenta maior Tg, geralmente se degrada mais lentamente
(JAIN, 2000).
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A degradagdo do PLGA in vivo ocorre por erosdo, com a clivagem da cadeia
polimérica por hidrdlise, liberando os acidos lactico e glicdlico. Inicialmente a agua
penetra na regido amorfa e cliva as interacdes do tipo Van der Waals e as ligacdes de
hidrogénio, causando uma diminuicdo na Tg. Sequencialmente, ha clivagem das
ligacBes covalentes da cadeia polimérica, com diminuicdo da massa molecular e da-
se o inicio de um processo autocatalitico na presenca dos carboxilatos terminais. Ao
final do processo, ocorre a degradacao massiva em moléculas hidrossolUveis com a
liberacdo dos acidos lactico e glicdlico. Esses acidos sao eliminados pelo ciclo de
Krebs na forma de gas carbbnico e agua. A presenca dos acidos, provenientes da
degradacao do PLGA, acarretam o aumento da acidez no local de administragédo, com
a possibilidade da irritacdo do tecido circundante, bem como da degradacéo dos
farmacos dispersos na matriz polimérica (GENTILE et al., 2014; KAPOOR et al., 2015;
NAVES et al., 2017).

A preparacéo de sistemas biodegradaveis requer o controle de diversas variaveis para
gue a cinética de degradacédo do polimero in vivo seja constante com a liberacéo
controlada do farmaco. A cinética de degradacdo varia em funcdo da massa
molecular, da razdo entre os acidos glicolico e lactico, da estereoquimica, da
morfologia do sistema, da cristalinidade e do tipo do grupo funcional terminal. O
polimero com maior proporcao de acido lactico € menos hidrofilico e se degrada mais
lentamente, 0 que ocorre pela presenca do grupamento metila lateral presente na
molécula (FIALHO; SILVA-CUNHA, 2005; GENTILE et al., 2014; JAIN, 2000; NAVES
et al., 2017).

O PLGA, em suas diferentes razdes molares, € o polimero mais utilizado no processo
de obtencdo de nanofibras por eletrofiacdo em funcdo de suas propriedades
mecanicas. O PLGA demonstrou seguranca em estudos toxicologicos, quando
utilizados em sistemas obtidos por nanotecnologia, com a ocorréncia de reacdes
locais leves (MAKADIA; SIEGEL, 2011; NAVES et al., 2017).

3.1.5 Planejamento e otimizacdo de experimentos

O planejamento de experimentos (DoE, do inglés Design of Experiments) € uma

ferramenta utilizada para triagem de parametros criticos em processos de producéo,
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em otimizagao e identificagao do ponto ideal, bem como na determinag&o da robustez
de métodos e processos. A metodologia, desenvolvida por Ronald A. Fisher nos anos
30, pode ser aplicada a sistemas, processos ou produtos. E utilizada para planejar e
conduzir experimentos bem como analisar e interpretar os dados obtidos dos
experimentos. Fundamenta-se na aplicacdo da estatistica em experimentos, nos quais
variaveis estabelecidas (X) sdo racionalmente modificadas, de forma a investigar os
seus respectivos efeitos nas respostas de interesse (Y). A metodologia deve ser
estatisticamente avaliada por regressdo e Andlise de Variancia (ANOVA)
(DURAKOVIC, 2017; SCHLINDWEIN; GIBSON, 2018) .

A metodologia de superficie de resposta (RSM, do inglés Response Surface
Methodology) foi desenvolvida por Box e Wilson em 1951, para otimizar 0S processos
de fabricacdo na industria quimica. O objetivo era, inicialmente, aumentar o
rendimento e pureza de reac¢des de sintese, bem como a reducéo dos custos. A RSM
€ um tipo de DoE amplamente utilizado em varios segmentos e consiste em um
conjunto de técnicas estatisticas e matematicas, baseada no ajuste de modelos
empiricos aos dados experimentais obtidos, quando analisados frente ao desenho
experimental (DEAN; VOSS; DRAGULJIC, 2017).

Podem ser aplicadas fun¢des polinomiais lineares ou quadraticas para descrever o
sistema estudado e, consequentemente, explorar diversas condicfes experimentais
visando a sua otimizagéo. As etapas da RSM como ferramenta para otimizacéo sao:
(a) selecdo de variaveis independentes, (b) escolha do desenho experimental e
execucao de ensaios, (c) tratamento matematico e estatistico necessario ao ajuste da
funcao, (d) avaliacdo da adequacéo do modelo, (e) deslocamento para a regido 6tima,
e (f) obtencéo dos valores para cada variavel estudada (DEAN; VOSS; DRAGULJIC,
2017).

Entre os tipos de RSM, o planejamento de composto central (CCD, do inglés central
composite design) € um dos mais utilizados, sendo capaz de gerar modelos
guadraticos completos. O CCD consiste na combinac¢do de um planejamento fatorial
com, no minimo, dois pontos axiais e um ponto central (BEZERRA et al., 2008; DEAN;
VOSS; DRAGULJIC, 2017; DURAKOVIC, 2017) .
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O CCD é constituido de planejamento fatorial completo ou fatorial fracionario;
planejamento adicional, geralmente em que 0s pontos experimentais estdo a uma
distancia a de seu centro; e ponto central. A quantidade e posicdes dos pontos axiais
sdo definidos em funcdo do nimero de variaveis. Os pontos axiais posicionam-se a
uma distancia de - « a + « em relacéo ao centro, sendo que « pode variar de 1 a k.
Usualmente, a« pode ser calculado utilizando a=vVk para a conducdo de um
delineamento esférico e a avaliacdo de uma faixa mais ampla (BEZERRA et al., 2008;
DEAN; VOSS; DRAGULJIC, 2017; DURAKOVIC, 2017);

Cada variavel é avaliada em 5 niveis (-a, -1, 0, +1, + @) com numero total de
experimentos calculado conforme a Equacdo 1 (BEZERRA et al., 2008; DEAN;
VOSS; DRAGULJIC, 2017; DURAKOVIC, 2017):

Numero de experimentos = 2% + 2k + C,
Equacéo 1
Em que:
k: nUmero de variaveis e

Co: numero de replicatas do ponto central.

E aconselhavel adotar entre 3 e 5 replicatas do ponto central, para que se estime o
erro puro e com variancia homogénea das respostas, bem como a avaliacdo das
propriedades de rotabilidade, ortogonalidade e blogueio ortogonal (BEZERRA et al.,
2008; DEAN; VOSS; DRAGULJIC, 2017; DURAKOVIC, 2017).

O Quadro 8 relaciona a utilizacdo do DoE em obtencdo de sistemas, otimizacéo de
processo e desenvolvimento de modelo matematico nas areas de alimentos, sintese
guimica, quimica inorganica e quimica de materiais, com pesquisa na base de dados
Web of Science®, utilizando como termos e combinacdes booleanas:

nanofiber AND ccd and "response surface" and pol* (webofknowledge.com).
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Quadro 8 - Aplicacao de CCD na otimizacgao e desenvolvimento de nanofibras.

Objetivo do . Numero de Fatores, niveis e ~
estudo CORpEsiEee experimentos resposta ReferEnel
4 fatores: campo elétrico,
Predizer Nanofibras concentracdo do polimero,
pardmetros de de PA6 26 vazéo e distancia do (NADERI et al.,
eletrofiagéo para coletor. 2008)
poliamida. 3 niveis: -1, 0, +1.
Resposta: diametro.
6 fatores: distancia,
voltagem, vazao,
Investigacio concentracdo do polimero,
experimental de 6 Nanofibras 53 ger:.fi,i?;ﬂdiTgF +61%H+ (SARLAK et al.,
fatores de TiO2 o R 2012)
simultaneamente. Resposta: didmetro da
fibra e presenca de
particulas.
3 fatores: concentracéo de
tetraciclina, tempo e pH da
Catalisador da Nanofibras reacéo.
oxidagéo da de TiO2 20 5 niveis: -a, -1, 0, +1 e + (AVID etal.,
- 2013)
tetraciclina. a.
Resposta: eficiéncia de
remocao de tetraciclina.
4 fatores: concentracdo de
Predizer gi\;gh ‘é‘i’gzgt?g; Z‘g"cada' (NASOURI;
parametros de Nanofibras 38 solvente SHOUSHTARI;
eletrofiacdo para de PVP Niveis: - MOJTAHEDI,
PP iveis: varla_\iel. » 2015)
Resposta: diametro médio
e coeficiente de variacao.
4 fatores: proporcao entre
Adsorc¢éo de fenol Nanofibras 26 \?a?zgopg/:;’s}[/;r?ca}gem’ (YOUSEFI
em agua. de CS/PVA 3 niveis: - ' ABDOLMALEKI
niveis: -1, 0, +1.
; ~ et al., 2017)
Resposta: adsor¢éo de
fenol.
4 fatores:
Estabelecer concentracgéo, voltagem,
relacédo entre distancia entre agulha e (EBADI;
variaveis da Nanofibras 30 coleto e vazao. FAKHRALI;
eletrofiacédo e o de PAA 5niveis: -a, -1, 0, +1 e + SEMNANI,
didmetro das a. 2019)
nanofibras. Resposta: didmetro das
nanofibras.
5 fatores: concentracéo do
polimero, vazao, distancia
entre agulha e coletor, e
Nanofibras razao molar (B/HF).
Precursor 5niveis: -a, -1, 0, +1e + (GHELICH et
. - de PVP-BHf 50
inorganico. a al., 2019)

Respostas: diametro
médio, qualidade e
uniformidade das
nanofibras.

PA: poliamida; TiO2: didxido de titanio; PAN: poliacrilonitrila; PAA: &cido poliacrilico; CS: quitosana;
PVA: &lcool polivinilico; PVP: polivinilpirrolidona; B: boro; Hf: Hafnio; TIIF: tetraisopropdxido de
titanio. Fonte: Web of Science ®, 2021.
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3.2. Material e métodos

3.2.1 Material

Acetato de sadio triildratado (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, SP, Brasil).

Acetonitrila grau cromatografico (Tedia - Fairfield, OH, USA).

Acido acético glacial (Sigma-Aldrich - S&o Paulo, SP, Brasil).

Acido cloridrico (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, SP, Brasil).

Agua ultrapura, obtida de um sistema de purificacéo de agua RiOs® Essential Water
Purification System (Bedford, MA, USA).

Alcool etilico absoluto (Sigma-Aldrich - S&o Paulo, SP, Brasil).

Alcool etilico grau cromatogréfico (Tedia - Fairfield, OH, USA).

Aparelho de ultrassom UNIQUE 1400.

Balanca analitica SARTORIUS com preciséo de 0,01 mg modelo BP211D.

Bomba de vacuo LABOPORT KNF N842.

Cloreto férrico (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, SP, Brasil).

Cloroférmio grau cromatografico (Tedia - Fairfield, OH, USA).

Coluna Acquity C1g 2,1 pm, 50 mm e 1,7mm.

Diclorometano grau cromatografico (Tedia - Fairfield, OH, USA).

Filtros de seringa de PVDF com tamanho de poro de 0,22 pum.

Fosfato de potassio monobasico (Sigma-Aldrich - S&o Paulo, SP, Brasil).

Fosfato de sddio monobasico (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, SP, Brasil).

Frascos tipo vial de 12 x 32 mm com tampa de rosca e septos de silicone.

Furoato de mometasona substancia quimica de referéncia (SQR) USP lote I0L395, e
teor de 99,30%.

Furoato de mometasona, Lote MTF/1115005M2, validade 06/2020, Fabricante
Unimax Laboratories Ltd. india.

Hidréxido de sédio (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, SP, Brasil).

N-N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, SP, Brasil).

Polimero dos acidos (D,L-lactico-co-glicdlico) 75:25 Boehringer Ingelheim Pharma
GmbH & Co; Ingelheim, Alemanha (RESOMER® RG 755 S, viscosidade: 0.50-0.70
dL/g, terminacéo éster).

Tetraidrofurano (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, SP, Brasil).

Vidraria e instrumentacéo laboratorial.
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3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Preparo das nanofibras contendo furoato de mometasona

As nanofibras de PLGA contendo o FM foram obtidas por eletrofiagdo tradicional com
uma unica agulha (CHEW et al., 2006; THAKKAR; MISRA, 2017; XUE et al., 2019).

Quantidades exatas para o preparo de 5 mL das solucbes de FM e PLGA (na
proporcao de 1:9) de PLGA 75:25 e furoato de mometasona foram dissolvidas em
solucdo de tetraidrofurano e N,N-dimetilformamida, com o auxilio de um agitador
magnético. Apds a completa solubilizacdo, as solu¢cdes foram mantidas sob agitacao,

em temperatura ambiente, por 12 horas.

A eletrofiagdo da solugéo foi realizada utilizando o equipamento especifico (INSTOR
- Sistemas de Inspecdo Robotica, instalado no Laboratorio de Engenharia de
Polimeros e Compésitos (LEPCom) da UFMG.

A solucéo foi inserida em uma seringa de vidro de 5 mL (Arti Gass CE, Italy) com
agulha metalica sem bisel (23G) e acoplada ao sistema de ejecao. Esse sistema com
velocidade regulavel e controlada, foi configurado para uma vazéo de 12,5 mL/h e
uma diferenca de potencial elétrico equivalente a + 25/0 kV foi aplicada entre a agulha
e o coletor. O terminal positivo da fonte de alta tenséo foi conectado a ponta da agulha,
e o terminal negativo foi conectado ao coletor giratério automatizado (8 cm de

diametro), posicionados a uma distancia de 15 cm.

Durante o processo, garantiu-se que toda solucéo preparada fosse consumida para a
formacédo das nanofibras. As nanofibras foram cortadas nas dimensées 0,5 cm x 0,5
cm para garantir uma dose de 100 pg, em cada.

As nanofibras de PLGA (sem furoato de mometasona) foram processadas nas
mesmas condi¢cdes das nanofibras contendo FM, apds a determinacdo da
concentracdo do polimero e proporcdo dos solventes ideais, na otimizacdo pelo

planejamento experimental.
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3.2.2.2 Estudos de otimizagao das nanofibras contendo furoato de mometasona

A composicao das nanofibras foi otimizada com o planejamento de composto central.
Os fatores (variaveis), composicdo do solvente e concentracdo do PLGA, foram
avaliados em 3 niveis e com o ponto central em triplicata. As nanofibras foram
preparadas e processadas conforme descrito na Tabela 1 e no item 3.2.2.1. Durante
0 preparo, as nanofibras foram preparadas com o FM, na proporc¢ao de 1:9, em relacao
ao PLGA.

Tabela 1 - Niveis e fatores empregados nos estudos de otimizacdo.

Fatores Niveis (a =1)

-1 0 +1
Concentragcédo do PLGA (%) 20 25 30
Proporcéo dos solventes (THF:DMF) 1:3 1:1 31

THF; tetraidrofurano; DMF: N,N-dimetilformamida.

As melhores condi¢des do processo de eletrofiacdo foram selecionadas a partir dos
diametros médios das nanofibras, utilizando o software Design-Expert® Versao 12
(DEAN; VOSS; DRAGULJIC, 2017). A partir disso, foram determinadas a
concentracdo de polimero e da razdo entre os solventes da mistura binaria para o

processamento do sistema ideal.

O processo de esterilizacdo do produto foi realizado por radiagcdo gama. As nanofibras
obtidas com o FM e o placebo, foram submetidas a radiacdo gama, dose de 10 kGy
utilizando uma fonte de energia de cobalto 60 em temperatura ambiente e mesa
giratéria por um tempo de 133 min.

3.2.2.3 Caracterizacao das nanofibras contendo furoato de mometasona

3.2.2.3.1 Andlise morfoldgica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanofibras (Tabela 2) foi obtida por MEV (FEI Quanta 200 FEG). As

amostras foram montadas, individualmente, em um stub metalico e revestidas com
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ouro usando um aplicador de pulverizagdo catddica. As imagens foram obtidas, apds

a aplicacdo de uma voltagem de aceleracdo de 10 kV.

Tabela 2 - Condi¢cOes de processamento das nanofibras
contendo FM-PLGA.

Experments  PrOROICE dos ) ConCenacde e PLGA
a 75:25 30
b 50:50 30
c 25:75 30
d 75:25 25
e 50:50 25
f 25:75 25
g 75:25 20
h 50:50 20
i 25:75 20

THF: tetraidrofurano; DMF: N,N-dimetilformamida; e (*) ponto central, em triplicata.

O diametro médio das nanofibras foi determinado utilizando o software de analise de
imagem (ImageJ, National Institutes of Health, EUA) pela medida de 50 fibras do
produto obtido em cada experimento (DA SILVA et al., 2019).

As fibras foram selecionadas aleatoriamente e medidas nas imagens ampliadas em
1800 vezes e barra de escala 10 um, e a partir delas, foram calculados os valores

médios, o desvio padrao e elaborado os histogramas com o perfil de diametro.

3.2.2.3.2 Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG)

As curvas TG das nanofibras contendo FM-PLGA, nanofibras de PLGA, do PLGA e
do FM foram obtidas usando um DTG-60 Shimadzu® para avaliacdo da interacdo do
farmaco com a matriz polimérica. Foram pesadas com exatiddo, 2 mg de cada amostra
em suporte de aluminio. As medicdes foram realizadas entre 25 e 600 °C com razéo
de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de N> com fluxo de 50 mL/min. As curvas

obtidas foram construidas com o software OriginPro 2021® (versao 9.8.0.200).
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3.2.2.3.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O comportamento térmico das nanofibras contendo FM-PLGA, nanofibras de PLGA,
PLGA e do FM foi investigado utilizando um analisador térmico DSC-60 Shimadzu®.

Foram pesadas, com exatiddo, 1 mg de cada amostra em suporte de aluminio.

As analises foram processadas com uma razao de aquecimento de 10 °C/min na faixa
de temperatura de 25 a 350 °C, sob atmosfera de nitrogénio inerte com fluxo de 50
mL/min. Apés a conclusdo das andlises, as curvas foram tragcadas utilizando o
software OriginPro 2021® (versédo 9.8.0.200).

3.2.2.3.4 Difragéo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas das nanofibras contendo FM-PLGA, nanofibras de PLGA, PLGA e
do FM foram coletados em um difratdmetro Miniflex 300®, Rigaku. O Equipamento foi
parametrizado com uma voltagem de 30 KV, 10 mA, usando filtro de niquel k3 0,03,
faixa de 4 - 40° (20), largura de 0,02° (28) e velocidade de 5 graus/min, que é
equivalente a 100 etapas/min. Os resultados obtidos foram tracados em um grafico
usando o software OriginPro 2021® (versao 9.8.0.200).

3.2.2.4 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para doseamento e

perfil de liberac&o das nanofibras contendo furoato de mometasona por CLUE

O desenvolvimento e a validacdo do método analitico para quantificacdo do FM nas
nanofibras e no perfil de liberacao foram realizados por cromatografia a liquido de ultra
performance (CLUE) em um sistema Agilent 6540 Accurate Mass Q-TOF/MS (EUA).

O cromatografo € equipado com uma fonte ESI, uma bomba quaternéaria, amostrador
automatico, detector de arranjos de diodos (DAD) e Mass Hunter Workstation
Software®. As condicbes experimentais estéo relacionadas no Tabela 3.

O tempo morto (to) foi determinado injetando-se, no cromatégrafo, solugcédo de uracila

a 10 pg/mL em fase movel.
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Tabela 3 - Condi¢cbes cromatogréficas.

Paréametros Especificacéo
Fase estacionaria Cis, 2,1 x50 mm, 1,7 uym
Fase movel Acetonitrila e agua (50:50; v/iv)
Eluicdo Isocratica
Concentrat;;rcr)1 g;rsaoggg;) E)adrao e da 50 pg/mL
Vazéo 0,55 mL/minuto
Volume de injecé@o 1,3 yL
Temperatura da coluna 35°C
Comprimento de onda de detec¢do 254 nm
Assimetria <2

O preparo das solugdes padréo e amostra foram realizados conforme descritos a

seqguir:

Solucédo padréo de furoato de mometasona: aproximadamente 5 mg de FM SQR
foram exatamente pesados e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. O volume
foi ajustado com fase movel, de modo a obter solugcéo a 500 pug/mL. Transferiu-se 1
mL da solucéo preparada anteriormente para baldo volumétrico de 10 mL e o volume

foi ajustado, obtendo-se concentracdo de 50 pg/mL.

Solucdo amostra de nanofibras contendo furoato de mometasona 100 pg: 5 unidades
das nanofibras cortadas nas dimensées 0,5 cm x 0,5 cm, com dose de 100 pg, em
cada, foram exatamente pesados e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. O
volume foi ajustado com acetonitrila e submetido a banho ultrassénico por dez

minutos, obtendo-se concentracdo tedrica de 50 ug/mL de furoato de mometasona.

Os parametros avaliados na validacdo do método de doseamento e do perfil de
liberacdo das nanofibras contendo FM foram exatiddo, precisdo (repetibilidade e
intermediéria), seletividade, linearidade, intervalo e robustez (ANVISA, 2017; FDA,
2015; ICH, 2005).

A linearidade do método foi demonstrada pela avaliagdo das respostas analiticas em
funcdo das concentracdes de furoato de mometasona, no intervalo de 5,0 a 65,0
pg/mL. As solucBes padréao estoque (SPE) foram preparadas em triplicata e diluidas

para se obter treze niveis de concentragdo, igualmente espacados (Tabela 4) para
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validacdo dos métodos de doseamento e de perfil de liberacao in vitro (ANVISA, 2017;
EURACHEM, 1998; FDA, 2015).

Tabela 4 - Preparo das curvas analiticas para avaliacao da linearidade

Intervalo (%) Volume da SPE  Fase mdvel Concentracéo de furoato de
(mL) g.s.p (mL) mometasona (ug/mL)
10,0 0,1 10 5,00
20,0 0,2 10 10,00
30,0 0,3 10 15,00
40,0 0,4 10 20,00
50,0 0,5 10 25,00
60,0 0,6 10 30,00
70,0 0,7 10 35,00
80,0 0,8 10 40,00
90,0 0,9 10 45,00
100,0 1,0 10 50,00
110,0 1,1 10 55,00
120,0 1,2 10 60,00
130,0 1,3 10 65,00

Preparo da SPE: Foram transferidos 5,0 mg de furoato de mometasona, exatamente pesados,
para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com fase movel.

As solucdes diluidas foram preparadas a partir das solucdes padrdo estoque
utilizando-se uma micropipeta 1,0 pL. Cada solucédo padrdo estoque deu origem a
treze solucdes totalizando trinta e nove solucdes. As solucdes foram preparadas,
filtradas, transferidas para vials e injetadas cinco vezes, aleatoriamente no

equipamento.

Os resultados de area em funcéo da concentracdo obtidos nos cromatogramas e a
presenca de valores dispersos (outliers) foram avaliados pelo teste de residuo
padronizado de Jacknife. E permitida a exclusdo de 22% dos dados da curva original.
Para avaliar a correlacdo linear entre as area e concentracfes dos analitos, foi
empregada a regressao linear pelo Método dos Minimos Quadrados Ordinarios
(MMQO) (ANVISA, 2017).

O MMQO parte das premissas de que os residuos da regressao seguem a distribuicao
normal, possuem variancia constante ao longo do eixo das abscissas e sao
independentes. Para avaliacdo das premissas, foram realizados os testes estatisticos
Ryan-Joiner para avaliacao da normalidade, Levene modificado por Brown e Forsythe

para avaliar homocedasticidade e Durbin-Watson para avaliacdo da independéncia
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dos residuos da regressao. Foi aplicada a Andlise de variancia (ANOVA) para avaliar
se a regressao é significativa (5%) utilizando o software Origin Pro 2021® (SOUZA,
JUNQUEIRA, 2005).

A curva analitica foi construida correlacionando os valores das areas meédias sob o
pico do FM com cada nivel de concentracdo apds tratamento de outliers, em funcao
da concentracdo. Foram avaliados o gréfico de dispersao dos residuos, a equacéo da
reta de regressao de y em x, estimada pelo MMQO, avaliacdo dos coeficientes de
correlagao (r) e de determinacgao (r?), sendo que o valor obtido de “r’ deve estar acima
de 0,990. Para a avaliacéo da significancia do coeficiente angular foi aplicado o teste
F de ANOVA. (ANVISA, 2017; FDA, 2015; ICH, 2005).

O parametro precisdao foi avaliado por meio da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Foram realizadas seis determinacdes em dois dias diferentes e
executadas por dois analistas diferentes em 100% (cem por cento) equivalente a 50
pHg/mL de furoato de mometasona em solucdo (padrdo e amostra) preparadas de
forma independente (ANVISA, 2017).

Apés a avaliacdo das areas dos cromatogramas, foi avaliada a dispersdo dos

resultados, pelo calculo do desvio padréo relativo, utilizando a Equacéao 2:

C.V.= bM x 100
" CMD

Equacao 2
Onde:
C.V. é desvio padréo relativo (%),
DM é o desvio padréo, e

CMD ¢é a concentracdo média determinada.

Para a demonstracdo da precisao intermediéria, foi utilizado o teste t de Student, para
a avaliacdo das diferencas estatisticas das médias para cada nivel. De acordo com a
RDC 166/2017, os critérios de aceitacdo devem ser definidos e justificados de acordo
com o objetivo do método, variabilidade intrinseca do método, concentracdo de

trabalho e do analito na amostra (ANVISA, 2017). O critério de aceitagdo € o valor de
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C.V. calculado inferior a 7,3%, estabelecido em funcéo da concentracao do analito em
solugdo, de acordo com AOAC INTERNATIONAL and Official Methods of Analysis -
Guidelines for Standard Method Performance Requirements (AOAC, 2016).

No parametro exatidao, a analise para doseamento foi conduzida pelo método de
adicao de solucao padrao estoque de FM (SQR) a solu¢céo as amostras de placebo
em trés concentragdes: baixa (80,0%), média (100,0%) e alta (120,0%), preparadas
em triplicata. Para avaliar a exatiddo do método de perfil de liberacdo, foram
analisadas em trés concentragdes: baixa (5,0 pg/mL), média (15,0 pg/mL) e alta (25,0
pg/mL), preparadas em ftriplicata. Foram avaliadas as concordancias entre os
resultados individuais a partir dos valores das areas sob o pico atribuido ao FM
(ANVISA, 2017).

A relacdo percentual de recuperacdo do analito de concentracdo conhecida
adicionado a amostra e a concentragao teorica correspondente foi calculada (ANVISA,
2017), conforme Equacéo 3.

R—CME x 100
CT

Equacao 3
Onde,
R é a recuperacédo do farmaco em %,
CME é a concentracdo meédia experimental, obtidas pelas areas de cada nivel de
concentracdo (ug/mL), e

CT é a concentracao téorica (ug/mL).

Para que o método seja considerado exato, os valores para a recuperacao média em
cada nivel de concentracdo devem estar entre 80,0% e 110,0% (ANVISA, 2017;
AOAC, 2016).

A seletividade do método foi demonstrada pela avaliacdo das purezas espectrais dos
picos de interesse relativos ao FM, obtidos nos cromatogramas com auxilio do

detector DAD, na presencga de componentes presentes nas amostras degradadas.
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As andlises foram realizadas com as solug¢des padrdo e amostra a 50,00 pg/mL, fase
movel, nanofibras de PLGA e fluido nasal simulado. As condi¢cdes de degradacdo
forcada foram hidrolise &cida (4cido cloridrico M), hidrélise alcalina (hidroxido de sodio
0,1 M), oxidagéo (peroxido de hidrogénio 3% v/v), fotdlise e ions metalicos durante 7
dias, misturadas em proporc¢oes iguais (Tabela 5) (ANVISA, 2015a, 2015b, 2017; ICH,
2003).

Tabela 5 - Condi¢gOes de degradacao forcada

Procedimento em
temperatura ambiente por 7

Analitos Condigéo de

degradacao dias
Hidrolise _Adigao de 0,5mL de
alcalina hidréxido de s6dio 0,1 M,
protegido da luz.
(1) 0,5 mL da SPE de FM Hidrélise Adic&o de 0,5 mL de &cido
(2) 0,5 mL de solucdo amostra de acida cloridrico 0,1 M e protegido
nanofibras contendo FM-PLGA da luz.
(3) 0,5mL de solugéo amostra de Adicdo de 0,5 mL de peréxido
nanofibras de PLGA Oxidagéo de hidrogénio a 3% e
protegido da luz.
Adic&o de 0,5 mL de cloreto
fons metélicos férrico ao analito e protegido
da luz.

(4) 10 mg de furoato de mometasona
SQR, controle e exposta
(5) nanofibras contendo FM-PLGA, Fotdlise
controle e exposta

Armazenamento em camara
de fotoestabilidade

Decorrido o tempo especificado, as solu¢cdes degradadas foram transferidas
guantitativamente para baldo volumétrico de 5 mL, completou-se o volume com fase

moével e a analise foi realizada conforme procedimento descrito no item 3.2.2.1.4.

A robustez foi avaliada utilizando planejamento fatorial fracionario de 5 variaveis (2%
1) com ponto central em triplicata. As variaveis estudadas foram a porcentagem de
acetonitrila, o fluxo da fase mével (mL/min), a temperatura do forno (°C), o
comprimento de onda de deteccdo (nm) e tempo no banho ultrassénico (min). A
analise estatistica foi realizada para os 19 experimentos, utilizando o software Design
Expert® Versao 12. As amostras preparadas foram injetadas em triplicata e obtiveram-
se o0 tempo de retencdo e area do pico (ANVISA, 2017; FERREIRA et al., 2017; FDA,
2015).
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Tabela 6 - Planejamento fatorial da Robustez com valores codificados.

L Niveis
Variaveis

-1 0 +1

Percentual de acetonitrila na fase movel a7 50 53
Fluxo da fase mével (mL/min) 0,50 0,55 0,60
Temperatura do forno (°C) 30 35 40
Comprimento de onda de deteccéo (nm) 244 254 264

Tempo de solubilizag&o no ultrassom (min) 5 10 15

3.2.2.5 Doseamento de furoato de mometasona nas nanofibras

O teor de FM foi avaliado em trés lotes de nanofibras, empregando o método validado,
descrito no item 3.2.2.1.4. O ensaio foi realizado em triplicata, as solucfes padrao e a

amostra foram preparadas na concentracdo de 50 pg/mL.

3.2.2.6 Cinética de liberacdo das nanofibras contendo furoato de mometasona

in vitro

A liberacao in vitro de FM a partir das nanofibras foi realizada em incubadora TE-424
(Tecnal, Brasil). Foram utilizados seis frascos contendo 5 mL de fluido nasal simulado
(FNS), preparado com cloreto de sédio 8,77 mg/mL, cloreto de potassio 2,98 mg/mL,
cloreto de calcio diidratado 0,59 mg/mL em &agua purificada, com uma faixa final de
pH entre 5,5 e 6,0 (JUG et al., 2018).

Apos a adicdo de uma amostra das nanofibras (dimensées 0,5 cm x 0,5 cm e dose de
100 ug) em cada frasco, os sistemas ficaram sob agitacdo de 50 rpm e temperatura
fixada em 32 £ 1 °C. Aos 15 e 30 minutos, 1, 2 e 12 horas, 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias,
aliquotas de 500 pL de cada amostra foram retiradas com reposicdo de meio e filtradas

em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,45 pm.

A quantidade de furoato de mometasona liberada foi determinada empregando-se o

método validado, descrito no item 3.2.2.1.4.
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3.2.2.7 Teste de esterilidade e endotoxina bacteriana

As amostras de nanofibras de PLGA e contendo FM-PLGA foram submetidas ao teste
de esterilidade utilizando a técnica de Filtracdo por Membrana. O meio de cultura fluido
de tioglicolato foi incubado a 32,5 + 2,5 °C para avaliar a presenca de bactérias
anaerdbicas nas amostras. O meio de cultura caldo de caseina soja foi incubado, com
a finalidade de avaliar a presenca de leveduras, fungos e bactérias aerébicas a 22,5
+ 2,5 °C. Durante o periodo de incubacédo e apGs o seu término, as amostras foram
avaliadas quanto as evidéncias macroscopicas de crescimento microbiano por 14
dias. Nao havendo crescimento, a amostra sob exame cumpre com o requisito de
esterilidade (FARMACOPEIA, 2019).

O teste de endotoxina bacteriana foi aplicado para quantificar endotoxinas de
bactérias gram-negativas presentes em amostras, pelo metodo cinético turbidimétrico.
O ensaio € baseado no tempo necessario para a mistura atingir uma absorvancia pre-
determinada ou turbidez. O teste foi realizado numa temperatura de incubacéo de 37
+ 1 °C, conforme método estabelecido nas farmacopeias brasileira e americana
(FARMACORPEIA, 2019).

3.2.2.8 Avaliacdo da seguranca das nanofibras contendo furoato de

mometasona in vivo

Foram utilizados 18 coelhos fémeas, albinos, da raca Nova Zelandia, pesando entre
2,0 e 2,5 kg, mantidas no biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-
USP). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente controlado
com temperatura média de 25 °C, ar condicionado, exaustor de ar e com ciclos de
claro/escuro de 12 horas. Ndo houve restricdo de 4gua e a alimentacéo foi racéo

animal propria para a espécie.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
FMRP-USP (Protocolo n° 228/2018 - Anexo), e todos os experimentos foram
conduzidos de acordo com o0 "Guia para o cuidado e uso de animais de laboratorio”
(National, 2011).
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Os coelhos foram anestesiados com inje¢ao intramuscular de cloridrato de xilazina (20
mg/Kg) e cloridrato de cetamina (10 mg/Kg). Antes de realizar o procedimento, o dorso
nasal de cada animal foi limpo com iodo e, na sequéncia, a incisédo sagital foi realizada
a, aproximadamente, 5 cm da linha média do dorso nasal ao periosteo (Figura 8a). O
periosteo de ambos os lados do dorso nasal foi descolado com descolador de
microcirurgia otoldgica Paparella, expondo a sutura 6ssea na linha média e as paredes
anteriores de ambos os seios maxilares (Figura 8b).

Uma osteotomia de 0,5 x 0,5 cm foi realizada com uma broca (Figura 8c) com o limite
medial de 0,5 cm da sutura éssea na linha média e o limite superior de 1,5 cm abaixo
da sutura frontal-maxilar (Figura 8d). O aspecto macroscépico da mucosa dos seios

maxilares foi observado com o auxilio de um fot6foro.

Figura 8 - Procedimento cirurgico para acesso a cavidade nasal de coelhos.

(a) Incisao sagital no dorso do coelho; (b) Incisdo sagital de 5 cm até o periésteo; (c) Descolamento do
periésteo expondo a sutura 6ssea na linha média e as paredes anteriores; e (d) Osteotomia no seio
nasal direito. Fonte: elaborado pela autora.

No seio maxilar esquerdo dos coelhos foram inseridas nanofibras contendo FM-PLGA
e no seio maxilar direito (Figura 9a) foi realizado o mesmo procedimento cirdrgico,

com a insercao de nanofibras de PLGA (Figura 9b).

Apos esta etapa, o retalho mucoperiosteal foi suturado com Vicryl 4.0 para diminuir a
invasao dos tecidos no seio da face (Figura 9c). A pele foi suturada com fio de Nylon
4-0 para fornecer abordagem hermética do periésteo e do tecido subcutaneo (Figura
9d). O local do procedimento foi limpo com iodo, e os coelhos foram submetidos a
injecdes intramusculares de cetoprofeno (10 mg/Kg) por dois dias e enrofloxacina (5

mg/Kg) por trés dias.
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Figura 9 - Procedimento cirdrgico com a insercdo das nanofibras.

(a) Osteotomia no seio nasal esquerdo; (b) Insercao das nanofibras; (c) Retalho ésseo; e (d) Sutura
cuténea. Fonte: elaborado pela autora.

Apbs 14, 30 e 60 dias, seis coelhos de cada grupo foram aleatoriamente escolhidos e
eutanasiados sob anestesia geral. A mesoestrutura facial foi removida por ressecc¢éo
e colocada em formaldeido a 10% para estudo histologico. Para o estudo histolégico,
as pecas foram fixadas em solucédo de formaldeido (10% p/v), permanecendo por seis
dias imersas em solucdo de acido nitrico (5% p/v) para descalcificacdo. Cortes
seriados foram feitos do nariz até o cranio a cada dois centimetros e depois
desidratados, clarificados e imersos em parafina. As amostras foram cortadas em um
microtomo em fatias de 5 ym de espessura e coradas em hematoxilina-eosina para
avaliar os padr@es inflamatdrios da mucosa nasal. As laminas foram analisadas pelo
mesmo patologista por meio de abordagem semiquantitativa. O patologista
desconhecia 0 grupo a que pertencia o espécime e, posteriormente, era classificado
de acordo com os critérios de inflamacao adotados (OZCAN et al., 2011; PEREZ et
al., 2012):

0 = sem inflamacéo;

1 = inflamac&o leve (células inflamatérias dispersas, sem leséo epitelial evidente);

2 = inflamacdo moderada (infiltrado inflamatério difuso na lamina prépria, sem
formacdo de agregados inflamatérios, presenca de lesdo de células epiteliais focais
caracterizada por células epiteliais rompidas desorganizadas);

3 = inflamag&o grave (infiltrado inflamatorio difuso denso com a formacdo de
agregados inflamatérios e lesdo de células epiteliais difusas caracterizada por células
epiteliais rompidas desorganizadas). O software SPSS (Statistical Package for Social
Sciences®) versao 19.0 foi usado para analise estatistica, empregando um nivel de
significancia estatistica de 5%.
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3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Estudos de otimizacao das nanofibras contendo furoato de mometasona

A otimizacdo da formulacdo das nanofibras foi realizada por planejamento de
composto central. Foram selecionados dois fatores (concentracdo de polimero e
proporcdo de solventes) e trés niveis (-1, 0 e +1) para determinar a melhor condicao

com a realizacdo de 11 experimentos, com as variaveis independentes.

A avaliacdo estatistica do projeto experimental, considerando como resposta o valor
do diametro médio das nanofibras, sugeriu um modelo quadratico pelo software
Design-Expert® Versdo 12. A morfologia das nanofibras foi analisada em duas
magnitudes, tendo em vista a importancia da avaliacdo de sua uniformidade. Os
aumentos utilizados foram de 180x - barra de escala 100 um e em 1800x - barra de
escala 10 pm.

As imagens presentes na Figura 10 foram obtidas com a solucdo de PLGA a 30% e
75% de THF na proporcdo dos solventes. Houve a formacédo de nanofibras com
diametro médio de 1816,36 + 221,26 nm e C.V. de 12,18%, bem formadas e sem a
ocorréncia de particulas.

Figura 10 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (a)

.
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(a): 180x - barra de escala 100 um; (b): 1800 x barra de escala 10 pm; (c) histograma. Fonte: elaborado
pela autora.
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A Figura 11 apresenta nanofibras com diametro médio de 1470,66 + 223,58 nme C.V.

de 15,20%, preparadas pela eletrofiacdo da solu¢cdo de PLGA a 30% e THF a 50%na
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proporcao dos solventes. As nanofibras apresentaram uma tendéncia ao alinhamento

e ndo ocorreu a formagéo de particulas.

Figura 11 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (b).

""‘?Lv 4%%&'.535; / T'i;u' '~1€‘qm’vo:-;;~sco‘1‘u. 2;)19 »
(a): 180x - barra de escala 100 um; (b): 1800 x barra de escala 10 um; (c) histograma. Fonte: elaborado
pelo autora.

As imagens presentes na Figura 12 foram obtidas com a solucdo de PLGA a 30% e
25% de THF na proporc¢éo dos solventes. Foram observados diametros de particulas
equivalentes a 4,85 + 1,00 um e C.V. de 20,66, interconectadas por nanofibras por
toda a superficie da manta. Avaliando comparativamente o0s resultados dos
experimentos (a), (b) e (c), que tém a mesma quantidade de polimero, observou-se
gue a reducdo da quantidade de tetraidrofurano da solucdo contribuiu
substancialmente para o aumento do diametro da fibra e para a formacdo de

particulas.

Figura 12 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (c).
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(a) 180x - barra de escala 100 um; (b) 1800 x barra de escala 10 um; (c) histograma. Fonte: elaborado
pela autora.

A Figura 13 apresenta nanofibras com diametro médio de 1441,94 + 221,00 nme C.V.

de 15,33%, preparadas pela eletrofiacdo da solugéo de PLGA a 25% e THF a 75% na
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proporcdo dos solventes. As nanofibras foram distribuidas uniformemente sobre o

coletor com a auséncia de particulas.

Figura 13 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (d).
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(a) 180x - barra de escala 100 um; (b) 1800 x barra de escala 10 um; e (c) histograma. Fonte: elaborado
pela autora.

A Figura 14 apresenta nanofibras com diametro médio de 1839,87 + 394,87 nme C.V.
de 21,47%, preparadas pela eletrofiacdo da solucdo de PLGA a 25% e THF a 50% na
proporcao dos solventes.

Figura 14 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (e).
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(a) 180x - barra de escala 100 um; (b) 1800 x barra de escala 10 pm; e (c) histograma. Fonte: elaborada
pela autora.

As imagens presentes na Figura 15 foram obtidas com a solucdo de PLGA a 25% e
25% de THF na proporcédo dos solventes. Foi observada a formacdo de particulas
interconectadas por nanofibras, com diametro médio equivalente a 6,43 £ 1,30 um e
C.V. de 20,30%.

Com reducdo da quantidade de tetraidrofurano nos experimentos (d), (e) e (f) com
25% de PLGA houve um aumento progressivo do diametro da nanofibras e na

formacéo de particulas.
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Figura 15 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (f).
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(a) 180x - barra de escala 100 um; (b) 1800 x barra de escala 10 um; e (c) histograma. Fonte: elaborado
pela autora.

A Figura 16 apresenta as nanofibras com diametro médio de 818,04 + 165,24 nm e
C.V. de 20,20%, preparadas pela eletrofiacdo da solucéo de PLGA a 20% e THF a
75% na proporcao dos solventes. As nanofibras foram distribuidas uniformemente,

com diametro variavel ao longo da mesma fibra, com auséncia de particulas.

Figura 16 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (Q).

SEI 10Kv WD10mm SS60
Samplo

(a) 180x - barra de escala 100 um; (b) 1800 x - barra de escala 100 pm; e (c) histograma. Fonte:
elaborado pela autora.

A Figura 17 apresenta as nanofibras com diametro médio de 6449,18 + 1028,74 nm
e C.V. de 15,95%, preparadas pela eletrofiacdo da solucdo de PLGA a 20% e THF a
50% na proporcdo dos solventes. Observa-se a ocorréncia de aglomeracdo das
nanofibras com as particulas. O experimento (i) foi preparado e ao ser inserido na
seringa ndo apresentou uma vazdo constante, acarretando a ndo formacgdo das
nanofibras. Na concentracdo de 20% de polimero, a redug¢do da concentracdo de

tetraidrofurano reduz a possibilidade de formacéo das nanofibras.
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Figura 17 - Micrografias das nanofibras contendo FM-PLGA, experimento (h).

Quantidade

(a) 180x - barra de escala 100 um; (b) 1800 - x barra de escala 100 um; e (c) histograma. Fonte:
elaborado pela autora.

Durante a andlise estatistica, utilizado o Software Design Expert 12®, o modelo
ajustado ignorou dois pontos durante a andlise estatistica, cujos valores estdo
tachados na Tabela 7. Foi realizado a ANOVA para o modelo quadratico, sendo
significativa (p-valor (0,0002) menor que 0,05) e os termos A, B, AB, A? e B2 foram
significativos para o modelo, com regressao significativa.

Tabela 7 - Experimentos realizados no CCD das nanofibras
contendo FM-PLGA.
Concentracdo de  Concentragdo de

Experimento tetraidrofurano PLGA Dlam_etro da
(%) (% piv) nanofibra (nm)

i 25 20 -

g +5 20 818,04

h 50 20 6449,18

f 25 25 6423,14

d 75 25 1441,94
e(® 50 25 1839,52
e(® 50 25 1735,30
e(® 50 25 1694,26

c 25 30 4845,02

a 75 30 1816,36

b 50 30 1470,66

(*) pontos centrais

O valor F de falta de ajuste (do inglés Lack of Fit) de 7,64 nao foi significativo em
relacdo ao erro puro, o que confirmou a aplicabilidade do modelo para descrever os
dados. O r2 calculado foi igual a 0,9986 e o r2 ajustado, 0,9962, com uma relacgédo sinal-
ruido maior que 4, permitindo que este modelo estatisticamente adequado para

predicdo, e consequentemente obter os melhores valores da concentracdo de
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polimero e da proporcao de solvente. O modelo prop6s a Equacgao 4 para predizer os

didametros de nanofibras contendo FM-PLGA, no qual:

Y é o didmetro da nanofibra (nm)

A € a concentragdo de tetraidrofurano (%)

B é a concentracdo de polimero (%).

Y = 89.849,8 - 625,001 x A - 5.083,21 x B + 7,81016 x AB +3,30123 x A? + 83,626 x B?
Equacéo 4

Dentre as variaveis independentes, a concentracao de tetraidrofurano ocasiona efeito

mais pronunciado do que a concentra¢do de polimero na obten¢éo de nanofibras com
didametros menores (Figura 18).

Figura 18 - Superficies de Resposta para o diametro das nanofibras contendo
FM-PLGA.
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(a) contorno; e (b) superficie tridimensional. Fonte: elaborado pela autora.

Liu e colaboradores investigaram a morfologia de nanofibras de PLGA obtidas por
eletrofiacdo, comparando as alteracfes de concentracdo de polimero e de solvente.
Foram reportados resultados similares aos obtidos no CCD das nanofibras contendo
FM-PLGA. A formacdo de nanofiboras com diametros maiores ocorreu nas
concentracfes mais elevadas de polimero e maior percentual de DMF na mistura
binaria de solventes (LIU et al., 2017). Podemos correlacionar esta elevacéao, ainda,
com aumento da viscosidade na presenca de uma concentracdo maior de polimero.
A tensao superficial para formacao da goticula e cone de Taylor podem ser alteradas

pela presenca de forcas elétricas e propriedades fisico-quimicas dos solventes. Ao se
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avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos solventes, o THF apresenta menores
valores de temperatura de ebulicdo (65 °C), tensao superficial (26,4 dinas/cm, a 25
°C) e constante dielétrica (7,4, a 25 °C) quando comparados a DMF (temperatura de
ebulicdo de 153 °C; tensao superficial: 36,42 dinas/cm, a 25 °C; constante dielétrica,
36,71, a 25 °C).

Como conclusédo desta etapa, € possivel apontar que os resultados obtidos na RSM
(Figura 18) relacionados as caracteristicas fisico-quimicas do tetraidrofurano,
demonstram que o0 aumento da sua concentragdo proporciona a fabricacdo de
nanofibras com diametros menores (superficie azul do gréafico), decorrente da sua
menor interferéncia no campo elétrico e sua velocidade de evaporacdo (FONG;
CHUN; RENEKER, 1999; LIU et al., 2017, pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

3.3.2 Preparo do lote ideal das nanofibras contendo furoato de mometasona

O software Design-Expert ® Versédo 12 projetou 100 solu¢cbes para a fabricacdo de
lotes de nanofibras com diametros contidos na faixa de 600 a 800 nm, com base na
analise estatistica. A composicdo com 26,66% de polimero e 60,63% de
tetraidrofurano em solvente de mistura binaria foi selecionada para preparar o lote
otimizado. A analise morfolégica por MEV, demonstrou a formacao de nanofibras sem
a formacao de particulas e com diametro médio de 620,92 £ 121,71 nme C.V. 19,60%
(Figura 19).

Figura 19 - Micrografias das nanofibras otimizadas contendo furoato de

mometasona.
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(a) 180x - barra de escala 100 pm; (b) 1800x - barra de escala 100 um); e (c) respectivo histograma.
Fonte: elaborado pela autora.
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As nanofibras com furoato de mometasona foram codificadas como FM-PLGA e as
sem o farmaco de nanofibras de PLGA (controle) e foram processadas com o0s

mesmos parametros no processo de eletrofiacao.
3.3.3 Caracterizagéo das nanofibras

A calorimetria exploratéria diferencial € uma técnica que permite avaliar as variacdes
entalpicas de uma substancia submetida a alteracdo controlada de temperatura. A
termogravimetria avalia a variacdo de massa da amostra (perda ou ganho de massa)
em funcdo da temperatura e/ou tempo, quando a amostra € submetida a uma
programacao controlada de temperatura. Essas técnicas sdo amplamente utilizadas
na avaliacdo de sistemas poliméricos pois fornecem informacdes relacionadas a
estabilidade e comportamento térmico dos materiais. Os insumos e os produtos foram
analisados por TG para avaliacdo da estabilidade, bem como para consolidar os
resultados obtidos por DSC (CHEN; OAKLEY, 1995; FARMACOPEIA, 2019).

Os resultados das curvas termoanaliticas (Figura 20) demonstraram que as amostras
de nanofibras PLGA e de PLGA possuem um evento endotérmico, relacionado a sua
decomposicdo, enquanto o das nanofibras contendo FM-PLGA apresentaram dois

eventos e do FM apresentou trés eventos.

Figura 20 - Curvas TG (a) e DTG (b) em razdo de aguecimento de 10 °C/min sob
atmosfera dinamica de nitrogénio.
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Fonte: elaborado pela autora.
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As curvas TG/DTG demonstraram que o FM apresenta estabilidade térmica até 210
°C. Apos atingir essa temperatura, ocorre a decomposicdo do farmaco. O processo
de decomposicdo térmica do farmaco ocorre em trés etapas, de acordo com as
seguintes faixas de temperatura e perdas de massa: 211,0 - 313,0 °C (Am = 40,58%),
313,0-425,2 °C (Am = 16,81%) e 425,2 - 567,0 °C (Am = 41,74%).

Visto que nao houve perda de massa significativa em uma temperatura abaixo do
ponto de fusdo, o insumo utilizado encontra-se na forma anidra. As curvas do PLGA
e das nanofibras de PLGA apresentaram Unico evento térmico, relacionado a
decomposicdo do polimero: 258,0 a 393,0 °C (Am = 99,91%) e 257,9 a 392,7 °C (Am
= 98,10%), respectivamente, que sdo caracteristicas do polimero. As curvas TG/DTG
das nanofibras contendo FM-PLGA apresentam dois eventos de decomposi¢ao 253,2
a 382,5 °C (Am = 93,33%) e 382,5 a 474,8 °C (Am = 6,25%).

A curva DSC de FM (Figura 21) mostra dois eventos endotérmicos nas temperaturas
de 229,1 °C e 234,5 °C, seguidos por um evento exotérmico a 238,9 °C. A substancia
se funde com degradacao, na temperatura proxima a 229 °C. Resultados reportados
por CHEN e colaboradores, relacionados a perda substancial de massa proxima
dessa faixa de temperatura sdo coerentes com os avaliados neste estudo (CHEN et
al., 2005).

As curvas DSC do PLGA e das suas nanofibras apresentam um pico endotérmico em
aproximadamente 58 °C associados a temperatura de transi¢ao vitrea do polimero. A
auséncia de mudancas relevantes nos valores de Tg, fornece subsidios que os

solventes THF e DMF foram eliminados durante eletrofiacao.

A auséncia de evento térmico relacionado ao ponto de fusdo do farmaco na curva
DSC das nanofibras contendo FM-PLGA pode estar relacionada a internalizacao do
farmaco nas cadeias poliméricas. De acordo com o0s resultados, sugere-se que
ocorrem interacdes intermoleculares, como as forcas de Van Der Waals, liga¢ces de

hidrogénio e interacfes eletrostaticas entre o FM e o PLGA nas nanofibras.
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Figura 21 - Curvas de DSC em razéo de aquecimento de 10
°C/min sob atmosfera dindmica de nitrogénio.
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Fonte: elaborado pela autora.

A ocorréncia das interagcbfes esta intimamente relacionada ao aparecimento,
desaparecimento e deslocamento de sinais nas curvas DSC, corroborando com os
resultados obtidos. Os resultados de DSC, em conjunto com os de TG/DTG
demonstram a incorporacéo do farmaco a cadeia polimérica, possivelmente durante o
preparo da solucdo e mantidas durante o processo de eletrofiacdo (NAVES et al.,
2017).

Os difratogramas das nanofibras contendo FM-PLGA, nanofibras de PLGA, PLGA e

FM sdo mostrados na Figura 22.
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Figura 22 - Difratogramas das nanofibras contendo FM-PLGA, de PLGA, FM e
do polimero.
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Fonte: elaborado pela autora.

O difratograma das nanofibras contendo FM-PLGA néo apresentou picos, e sim uma
linha de base caracteristica de substancias amorfas, sugerindo a ocorréncia de uma
dispersédo das moléculas do farmaco entre as cadeias poliméricas. Correlacionando
os resultados obtidos no doseamento por cromatografia a liquido com os de DRX,

DSC e TGA, o FM incorporado nas nanofibras permaneceu estavel.

3.3.4 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para doseamento e perfil

de liberacdo das nanofibras contendo furoato de mometasona por CLUE.

A linearidade do método de doseamento do FM foi avaliada com a andlise de trés
curvas, no intervalo de 5,0 a 65,0 pg/mL (10,0 a 130,0% da concentracdo de trabalho).
Os resultados de concentracdo de FM e respectivas areas nos treze niveis (n=39)

igualmente espacados sao mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Concentracdes e média das areas dos picos relativos ao FM do
parametro linearidade.

Concentracgéo (pg/mL) de

Média das areas da Médiadas areas da Médiadas areas da

furoato de mometasona 12 pesagem 22 pesagem 38 pesagem

5,00 (10,0%) 19,49 20,79 19,66
10,00 (20,0%) 42,41 43,38 41,78
15,00 (30,0%) 66,90 66,10 64,58
20,00 (40,0%) 92,07 91,10 92,20
25,00 (50,0%) 113,43 111,86 113,30
30,00 (60,0%) 134,66 132,52 137,40
35,00 (70,0%) 160,50 161,60 161,70
40,00 (80,0%) 179,52 180,11 179,61
45,00 (90,0%) 205,79 203,86 202,38
50,00 (100,0%) 228,92 224,07 225,11
55,00 (110,0%) 251,34 244.64" 246,87
60,00 (120,0%) 278,28 270,86 271,79
65,00 (130,0%) 294,84 298,80 299,10

(*) outliers

Foram aplicados os testes estatisticos para avaliar as premissas da regresséao linear

simples. O diagnostico de outliers foi realizado pelo residuo padronizado de Jacknife

(Figura 23), no qual se avalia o valor de Jei. Foram detectados 2 (dois) outliers,

mantendo-se 37 (trinta e sete) pontos, dentro do limite especificado de 22,2%.

Figura 23 - Dispersao dos residuos obtidos no teste de Jacknife

relativo ao parametro linearidade do FM.
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Fonte: elaborado pela autora.
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O teste de Ryan-Joiner foi aplicado para avaliar se os residuos seguem a distribuicdo
normal, pela correlacdo dos residuos ordenados com os percentis da normal. Os
residuos seguem a normal se Req = R critico, sendo Req = 0,9790 e o R critico =

0,9696 para a = 0,05, pode-se concluir que os residuos seguem a distribuicdo normal
(Tabela 9).

Tabela 9 - Premissas necessérias a utilizagcdo dos MMQO.

Premissa Especificagcdo Resultado Concluséo
: Dois pontos Exclusédo de 2
Teste de outliers | Jei | >Jertico -
. . _ apresentaram Jei>  pontos, considerados
pelo método Jacknife para a=0,05 Jurtico outliers
no?r\r/g;%%%%daélo Req 2 Reritico Req = 0,9790 Os residuos seguem
testo do Ryan_g’omer para 0=0,05 Rerico = 0,9696 a distribuigdo normal
Avaliacdo da _
independéncia dos du < deatculado < 4-du ddu_:1i55:37()(§17 N&o ha correlagéo
residuos pelo teste para a=0,05 4_°da' _ 2’ 4696 entre os residuos
de Durbin-Watson e
Avaliacdo da
para a = 0,05 teritico = 2,030 homocedasticidade.

Forsythe ou Levene
modificado

O teste de Brown-Forsythe demonstrou que os residuos sdo homocedasticos, com

distribuicdo constante ao longo dos valores de Xi e t < teritico.

A regressao linear é estatisticamente significativa (a =0,05) e ndo ha desvio de
linearidade, confirmado pelas premissas e ANOVA. O método é linear na faixa de
concentracéo de 5,00 a 65,00 pg/mL. O MMQO foi aplicado, utilizando-se o software
Prism 7®, obtendo-se coeficiente de determinacédo (r?) de 0,9995, coeficiente de

correlacao (r) de 0,99974 e a equacgdo daretay = 4,5897 x - 2,3455 (Figura 24).
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Figura 24 - Curva analitica do doseamento de furoato de mometasona por
CLUE, no intervalo de 5,00 a 65,00 pg/mL.
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Fonte: elaborado pela autora.

A avaliacao da significancia do coeficiente angular da equacéo da reta demonstrou
gue o p-valor do teste F da ANOVA é menor que 0,05. Portanto, conclui-se que o
coeficiente angular é significativamente diferente de zero, conforme preconizado na
RDC n°166/2017 (ANVISA, 2017).

As analises estatisticas da precisdo estdo apresentadas na Tabela 10. Na precisao
intra-dia, o valor de C.V. obtidos (n = 6) foi 0,51% para o FM. Para a precisao entre
dias, o valor de C.V. (n = 12) foi de 0,56%. As médias das 12 determinacdes néo
apresentaram diferencas significativas em termos de repetibilidade e precisédo

intermediaria. Desta forma, conclui-se que o método apresenta precisdo adequada.

Tabela 10 - Preciséo intermediaria e repetibilidade do doseamento de FM
por CLUE.
Parametro 1°D, Al 2°D, A2
Média (%, n = 6) 100,18 + 0,25 99,82 + 0,21
Diferenca entre as médias 0,36 + 0,32
C.V. (%) 0,60 0,50

A diferenca é significativa (a=0,05)
(teste t bicaudal)?
Dados seguem a normal
(teste Shapiro-Wilk)?

D: dia; e A: analista.
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Para avaliar o parametro exatidéo, foi utilizado o método de adicdo da SQR do FM ao
placebo (nanofibras de PLGA). A recuperacdo do farmaco nas amostras variou entre
98,21 e 101,90% para o doseamento e entre 96,58 e 103,29% para o perfil de
liberacdo in vitro (Tabelas 11 e 12). Esses resultados comprovaram que o método

para o doseamento do FM nas nanofibras e no perfil de liberacao in vitro é exato.

Tabela 11 - Exatiddo do doseamento de FM em nanofibras por CLUE.

. . CT CME Recuperacéo Arliac {0
Nivel Replicata (ug/mL) (ug/mL) (%) Médias (%)
1 39,37 39,90 101,35
80,0%
(40,00 pg/mL) 2 39,31 39,98 101,71 100,42
3 39,60 38,89 98,21
100.0% 1 49,21 50,03 101,67
f 0
(50,00 pg/mL) 2 49,13 50,07 101,90 101,59
3 49,50 50,10 101,21
120.0% 1 59,05 59,40 100,59
f 0
(60,00 pg/mL) 2 58,96 58,78 99,69 99,84
3 59,40 58,94 99,23

CME: concentragcdo média experimental; e CT: concentragéo téorica.

Tabela 12 - Exatiddo do perfil de liberacdo de FM em nanofibras por CLUE.

CT Recuperacéo Médias (%)

Nivel Replicata CME (ug/mL)

(Mg/mL) (%)

1 5,01 4,84 96,58

5 ug/mL 2 5,00 5,11 102,11 99,43
3 5,02 5,00 99,60
1 15,03 15,52 103,29

15 pg/mL 2 15,00 15,32 102,17 101,68
3 15,06 15,00 99,60
1 25,05 25,32 101,07

25 ug/mL 2 25,00 25,80 103,19 101,28
3 25,10 25,00 99,60

CME: concentragdo média experimental; e CT: concentragao téorica.

Considerando-se que todos os valores de recuperacéao individuais e médios para os
trés niveis de concentracdo estdo contidos no intervalo de 80,0 a 110,0%, pode-se
concluir que o método para quantificacdo de FM nas nanofibras e no perfil de liberacao

por CLUE apresenta exatiddo adequada.
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A seletividade do método de doseamento foi demonstrada pela capacidade de
quantificar o FM na presenca de possiveis produtos de degradacgdo obtidos no teste
de degradacao forcada (Tabela 13).

Tabela 13 - Resultados percentuais do FM nas amostras degradadas.

Analitos Hldro_llse nglr_ollse Oxidacéo Luz Io,n_s
alcalina acida metalicos
FM SQR 99,62 69,44 78,23 98,08 75,29
Nanofibras contendo
EM-PLGA 98,80 67,99 74,43 97,21 77,24

Em todas as condi¢Oes analisadas (Figuras 25 a 29), os resultados de pureza dos
picos atribuidos ao FM foram superiores a 0,99 o que demonstra a seletividade do
método. Os picos relacionados a produtos de degradacdo gerados pelas condicdes
de estresse ndo sdo co-eluidos com FM e apresentaram resolucao superior a 2,0.
Uma degradacdo significativa foi observada nas condi¢cdes de hidrolise acida,

oxidacao e ainda na presenca de ions metalicos.

Na hidrélise alcalina, foram observados dois picos de possiveis produtos de
degradacao com tempos de retencéao relativos ao FM (tempo de retencéo equivalente
al,64)de0,13 e 1,72, comresolucdo superior a 2 (Figura 25). O perfil de degradacéo

foi semelhante nas amostras de SQR e das amostras de FM-PLGA

Figura 25 - Cromatograma da hidrolise alcalina das nanofibras contendo FM-

PLGA.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Na condicdo de degradacdo acida (Figura 26), foi observada uma reducdo de,
aproximadamente, 30% no teor de FM nas amostras de SQR e de nanofibras
contendo FM-PLGA. Houve a formagéao de um pico apresentando tempo de retencao
superior ao farmaco, com resolugdo superior a 2, garantindo assim uma qualidade na

anélise cromatogréfica.

Figura 26 - Cromatograma da hidrélise &cida das nanofibras contendo FM-PLGA.
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Fonte: elaborado pela autora.

Na degradacdo oxidativa, foi observado um pico de possivel substancia de
degradacdo com tempos de retencao relativo ao FM (1,64) de 1,72 , com resolucéo
superior a 2 (Figura 27). O perfil de degradacéo foi semelhante nas amostras de SQR
e das amostras de FM-PLGA.

Figura 27 - Cromatograma da oxidacao das nanofibras contendo FM-PLGA.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Os cromatogramas obtidos pela degradacgao por luz analisados para as amostras de
SQR e de FM-PLGA (Figura 28). Nao foram observados picos relativos a produtos de

degradacéao, apenas o relativo ao FM.

Figura 28 - Cromatograma da fotdlise das nanofibras contendo FM-PLGA.
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Response Units vs. Acquisition Time (min)

Fonte: elaborado pela autora.

Na presenca de ions metalicos, foi observado pico relativo a um possivel produto de
degradacéao (tempo de retencéo relativo ao FM de 1,72). Foi observada a reducao do
teor do FM de, aproximadamente, 25% nas amostras de SQR e FM-PLGA (Figura
29).

Figura 29 - Cromatograma da degradacdo das nanofibras contendo FM-PLGA na
presenca de ions metalicos.

Response Units vs. Acquisition Time (min)

Fonte: elaborado pela autora.
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N&o foram observados picos relacionados ao FM nos cromatogramas da fase movel,
do FNS e do placebo. Portanto, 0 método € seletivo quando se utiliza fluido nasal
simulado como meio no perfil de liberacdo das nanofibras contendo FM-PLGA.

No parametro robustez, foi avaliada a alteracdo da area relativa ao pico de FM para
cada parametro delineado pelo planejamento fatorial. Os dados foram submetidos ao
Software Statistica® e avaliados os graficos de pareto, ANOVA, curva normal e se 0
modelo apresenta ajuste (Figura 30).

Figura 30 - Avaliacdo da adequacao do modelo matemaético,
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Fonte: elaborado pela autora.

Os resultados médios de area, na solucdo amostra de concentracéao de 50 pg/mL, nédo
apresentam diferenca significativa, quando comparados a condi¢cdo nominal 24 horas.
Os parametros relacionados a percentual de acetonitrila, vazdo de fase modvel,
temperatura, comprimento de onda para deteccdo e tempo para solubilizacdo da

amostra interferem significativamente nos resultados de area esperados, por ANOVA.

O grafico de pareto demonstrou que a alteracdo do percentual de acetonitrila € o
parametro que mais interfere nos resultados da area do analito. Desta forma, podemos
concluir que o método nao é robusto e se faz necessario o controle dos parametros

cromatograficos, durante todas as analises.



84

3.3.5 Doseamento de furoato de mometasona nas nanofibras

O método de doseamento validado por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia,
descrito no item 3.2.2.1.4 e foi aplicado para quantificar o furoato de mometasona em

trés amostras distintas de nanofibras contendo FM-PLGA.
O valor declarado de FM (C27H30Cl20¢) € de 100 pug por unidade posoldgica. O teor
de cada lote estd descrito na Tabela 14. Os resultados obtidos foram de

aproximadamente, 99%, com coeficientes de variagdo inferiores a 2%.

Tabela 14 - Teor das nanofibras contendo FM-PLGA por CLUE.

Replicatas Teor de furoato de mometasona (%)
1 2 3
1 99,28 99,51 99,41
2 100,5 100,41 100,76
3 99,55 98,67 98,97
Média 99,78 99,53 99,71
C.V. (%) 0,64 0,87 0,93

3.3.6 Cinética de liberacdo das nanofibras contendo furoato de mometasona in

vitro

O perfil de liberacéo in vitro das nanofibras contendo FM-PLGA foi avaliado em FNS
a 32 °C, por 60 dias. A curva demonstrou um perfil de liberacdo sustentada com
aproximadamente 20% da dose do farmaco liberada nos primeiros cinco dias (Figura
31). Ao final do estudo, no tempo de 60 dias, o valor médio de cedéncia do FM foi de

aproximadamente 85%.
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Figura 31 - Perfil de liberagcdo cumulativo de FM das nanofibras.
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Fonte: elaborado pela autora.

A liberacdo em meio biorrelevante in vitro do FM a partir das nanofibras foi ajustada

nos modelos matematicos de cinética de ordem zero, primeira ordem, Higuchi,

Korsemeyer-Peppas e Hixson-Crowell (Tabela 15).

Tabela 15 - Avaliacdo do modelo matematico da cinética de

liberacdo das nanofibras contendo FM-PLGA.

Modelo Equacgéo r?
M,
Ordem zero M_ =Ky Xt 0,9221
. M,
Primeira ordem (M_> = 0,9881
Higuchi M =K, X t 0,9916
M,

Korsemeyer-Peppas log (M_> = nlogt +loga 0,7578
Hixson-Crowell YMo = M+ Kyt 0,9656

M: fracdo do farmaco dissolvido; t: tempo; Ko: constante da cinética de ordem zero;
Ki: constante da cinética de primeira ordem; Ku: constante da cinética de Higuchi;
a: constante cinética de Peppas; n: expoente de liberagdo; Krc: constante da
cinética de Hixson-Crowell. Fonte: adaptado de BRUSCHI, 2015; HIGUCHI, 1963;

LAO et al.,

2011; SIEPMANN; PEPPAS, 2011.
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Os resultados foram analisados com a funcgéo estatistica MS-Excel® para sele¢do do
melhor ajuste em valores de r? (BRUSCHI, 2015; HIGUCHI, 1963; LAO et al., 2011;
SIEPMANN; PEPPAS, 2011).

A avaliacdo do modelo demonstra que o farmaco estd incorporado no sistema
nanoestruturado e € liberado da matriz por difusao, preferencialmente segundo a lei
de Fick, uma vez que o coeficiente de determinacdo (r?) que mais se aproxima de 1
foi o obtido com modelo de Higuchi.

3.3.7 Teste de esterilidade e endotoxina bacteriana

Amostras de nanofibras contendo FM-PLGA e nanofibras PLGA foram analisadas
guanto a esterilidade, conforme recomendado na Farmacopeia Brasileira 62 Edig&o.
N&o houve crescimento nos meios fluido tioglicolato e caseina soja apés 14 dias de
incubagdo em temperaturas controladas. Esse resultado é um forte indicio da eficacia

da esterilizacao, garantindo a auséncia de microrganismos em ambas as nanofibras.

O ensaio de endotoxinas bacterianas foi realizado para detectar e quantificar
endotoxinas de bactérias gram-negativas pela técnica turbidimétrica. As amostras de
nanofibras contendo FM-PLGA e nanofibras de PLGA foram analisadas e ambas
apresentaram resultados abaixo de 0,05 EU/mL. Assim, as amostras cumprem ao

teste de endotoxinas bacterianas.

3.3.8 Avaliacdo da seguranca das nanofibras contendo furoato de mometasona

in vivo

A avaliacdo da seguranca foi realizada na FMRP-USP em coelhos, segundo o
procedimento descrito no item 3.2.2.6. No grupo que recebeu nanofibras contendo
PLGA (controle, seio maxilar direito), no décimo quarto dia, foram observados cinco
animais com inflamacao leve da mucosa e um animal com inflamac¢do moderada da

mucosa.

No trigésimo dia, quatro animais ndo apresentaram inflamacdo da mucosa e dois

animais apresentaram inflamacéo leve da mucosa. No sexagésimo dia, dois animais
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nao mostraram sinais de inflamacdo da mucosa, uma inflamacéo leve foi observada

em dois casos e dois animais mostraram inflamagdo moderada da mucosa.

O grupo que recebeu nanofibras contendo FM-PLGA, nos seios maxilares esquerdos,
nao apresentou processo inflamatério grave em nenhum animal estudado em nenhum

dos tempos avaliados.

No décimo quarto dia, quatro animais nao apresentaram inflamagcdo da mucosa, um
animal apresentou inflamagéao leve da mucosa e um apresentou inflamag¢do moderada
da mucosa. No trigésimo dia, cinco animais ndo apresentaram inflamacéo da mucosa
e um animal apresentou inflamacéao leve da mucosa. No sexagésimo dia, dois animais
nao tinham processo inflamatério na mucosa e quatro animais apresentaram a

mucosa com inflamacgéo leve (Tabela 16).

Tabela 16 - Avaliacao histoldgica da inflamagcdo nas mucosas nasais de

coelhos.
Seio maxilar direito Seio maxilar esquerdo
Animais Nanofibras de PLGA Nanofibras contendo Tempo avaliado (dias)
(controle) FM-PLGA
C9 1 0 14
C13 1 0 14
C14 1 1 14
Ci15 2 2 14
C17 1 0 14
C18 1 0 14
C1 0 0 30
C2 0 0 30
C3 0 0 30
C4 0 0 30
C5 1 1 30
C6 1 0 30
C7 2 1 60
Cc8 0 1 60
C10 2 1 60
C11 0 0 60
C12 1 1 60
C16 1 0 60

0 = sem inflamag&o; 1 = inflamacao leve; 2 = inflamagdo moderada; e 3 = inflamacé&o grave.
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Um teste da razdo de verossimilhanca foi aplicado para avaliar as diferencas entre os
trés tempos de eutanasia dos coelhos e comparados concomitantemente as variaveis
de interesse (Tabela 17).

Tabela 17 - Padrdo inflamat6rio nos seios nasais versus tempo de eutanasia.

Produto Tempo de Padrao inflamatorio (individuais e Total
Eutanasia percentual)

Sem Inflamacéo Inflamagéo

inflamacéo leve moderada
Nanofibras de 14 0 (0,0) 5(83,3) 1(16,7) 6 (100,0)
PLGA 30 4 (66,7) 2 (33,3) 0 (0,0) 6 (100,0)
p=0,037 60 2 (33,3) 2 (33,3) 2 (33,3) 6 (100,0)
Total 6 (33,3) 9 (50,0) 3(16,7) 18 (100,0)
Nanofibras 14 4 (66,8) 1 (16,6) 1 (16,6) 6 (100,0)
contendo 30 5(83,3) 1(16,7) 0 (0,0) 6 (100,0)
';“Q'E,LSQ 60 2 (33,3) 4 (66,7) 0 (0,0) 6 (100,0)
Total 11 (61,1) 6 (33,3) 1 (5,6) 18 (100,0)

O grupo que recebeu as nanofibras contendo FM-PLGA e o0s que receberam
nanofibras de PLGA (controle) apresentaram valor p calculado maior que 0,05,
portanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas na inflamacéo da

mucosa no que se refere ao tempo de eutanasia.
O estudo experimental mostrou diferencas estatisticas na comparacao entre o padrao

de inflamacdo da mucosa do seio maxilar de animais que receberam nanofibras
contendo FM-PLGA e nanofibras de PLGA (controle) (Tabela 18).

Tabela 18 - Padrao inflamatorio observados nas mucosas de coelhos.

Produto Tempo de Inflamacéo Total
eutanasia (dias) (individuais e percentual)
Sim Nao

Nanofibras 14 6 (100,0) 0 (0,0) 6 (100,0)
de PLGA 30 2(33,3) 4 (66,7) 6 (100,0)
p =0,185 60 4 (66,7) 2 (33,3) 6 (100,0)
Total 12 (66,7) 6 (33,3) 18 (100,0)
Nanofibras 14 2 (33,3) 4 (66,7) 6 (100,0)
contendo 30 1(16,7) 5(83,3) 6 (100,0)
FM-PLGA 60 4 (66,7) 2 (33,3) 6 (100,0)
p = 0,022 Total 7 (38,9) 11 (61,1) 18 (100,0)

A reducéo dos niveis de inflamacao observada na mucosa nasal do grupo que foi
tratado com as nanofibras contendo FM-PLGA deve-se a presenca do FM no local de

acao (Figuras 32 e 33).
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Figura 32 - Se¢des de mucosa nasal de coelhos por tempo apo6s a
admlnlstragao de nanofibras.
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Figura 33 - Niveis de inflamacdo de mucosa nasal de coelhos
por tempo ap0s a administracdo de nanofibras
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A reducao dos niveis de inflamacdo observada nos achados histolégicos de 30 dias
pode ser correlacionada com o perfil de liberacdo (Figura 31), uma vez que
aproximadamente 70% do FM foi liberado durante esse periodo in vitro. Além disso,
nos trés tempos de eutanasia o nivel da inflamacdo na mucosa dos animais, que
receberam a nanofibra sem o farmaco, foi superior aqueles que receberam as
nanofibras com o glicocorticoide (Figura 33). As nanofibras contendo FM-PLGA
guando aplicadas diretamente na superficie da mucosa nasal reduzem 0 processo

inflamatério por um tempo prolongado e sdo seguras.
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4 CONCLUSAO

As nanofibras poliméricas biodegradaveis contendo furoato de mometasona, um
glicocorticéide amplamente utilizado no tratamento da RSC, foram desenvolvidas com

Sucesso.

A ferramenta estatistica, planejamento do composto central, foi aplicada no
desenvolvimento das nanofibras para a selecdo das condi¢cdes 6timas relacionadas
ao percentual de polimero em solucéo (26,66%) e composi¢cao de solventes (60,63%
de tetrahidrofurano). As nanofibras obtidas apresentaram morfologia satisfatoria,
auséncia de beads e diametro médio de 620 nm.

As nanofibras contendo furoato de mometasona desenvolvidas apresentam liberagcéao
modificada. O farmaco apresentou liberacdo durante 60 dias in vitro, seguindo o
modelo cinético de Higuchi e demonstrou seguranca ap0s administracao intranasal

em coelhos.

O método cromatografico para quantificacdo do furoato de mometasona nas
nanofibras e no perfil de liberacéo in vitro foi validado no intervalo de 5,00 a 65,00

pMg/mL, apresentado linearidade, seletividade, exatiddo e precisdo adequadas.

As nanofibras poliméricas contendo furoato de mometasona sédo seguras, 0 que
corrobora com o potencial de sua aplicacdo como carreadores de farmacos com
liberacdo controlada, para o tratamento de doencas crénicas do trato respiratorio. As
nanofibras apresentam as caracteristicas necessarias para administracdo sobre
superficie dos seios paranais apos a FESS para remoc¢ao dos polipos nasais, local
gue as doses administradas de INCS nado atingem. Por serem biodegradaveis,
biocompativeis e sem necessidade de remocdo poderiam proporcionar maior a

adesdao do paciente ao tratamento e minimizar as recidivas de RSC.
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5 PERSPECTIVAS

Considerando os resultados promissores obtidos neste estudo, as proximas etapas
abrangem a avaliacdo dos parametros farmacocinéticos, da distribuicao e do perfil de
liberagédo in vivo das nanofibras contendo furoato de mometasona. Os resultados
obtidos, até a presente data, sugerem uma aplicacdo potencial das nanofibras
poliméricas no tratamento da rinossinusite cronica, pelo aumento da eficacia
terapéutica do tratamento. Além disso, nanofibras representam um grande avanco na
fabricacdo de medicamentos e de dispositivos médicos, bem como sua aplicacédo

clinica como estratégia inovadora no tratamento de doencas do trato respiratorio.
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Conselho Nacional de Controle de Experimentagie Animal (CONCEA). ¢ foi APROVADO pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade

de Sao Paulo, em reuniio de 19 de julho de 2019,

Este Pretocolo preve a utilizagdo de 20 coelhos Nova Zelandia machos pesando
3000g eriundos da Anilub Animais de Laboratdriv. Criagdo ¢ Coméreiv. Vigéncin da autorizagio:
107,209 4 20/12/2019.

We certify that the Protocol »#° 228:2018, entitled “Evalieation of the safesy of mucoedhesives with imametasone
on the sinosal mucosa”. is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
National Council for the Caentrol of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal
Ethical Commiller (rom Ribeirko Preto Medical School of the University of Sio Paulo in 0740/°2009. This
protocol involves the production, maintenance or use of animals from phpdion Chordata, subplivivm Vertebvata
(except humans) for research purposes, and includes the use of 20 male New Zealand rabbit weighing 30002

from the Anilab Animais de Laboratdrio, Criagfo e Coméreio. This certificare is valid until 12:20/2019.

Ribeirio Preto. |° de julho de 2019

Profa D‘;ﬁ}ﬁlﬁz i -nn Sutes

Coordenadora da CEUA-FMRP - ISP

Facohtecmcw Meceani ¢ Ao 8o A - USSP - A Buciwr o 2000 - H i Preoe - 57 - Bresd 15040000« Tal (950 33153301 5308 2275 - amrad cwanitnp ug te




