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“The important thing is not to stop questioning.
Curiosity has its own reason for existence.

One cannot help but be in awe when he
contemplates the mysteries of eternity,

of life, of the marvellous structure of reality.

1t is enough if one tries merely to comprehend

a little of this mystery each day.

Never lose a holy curiosity.”

(Albert Einstein)
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RESUMO

A leishmaniose cutdnea (LC) ¢ uma doenga infecciosa de alta prevaléncia no Brasil, cujos
tratamentos convencionais agregam fortes reagdes adversas em funcao da alta toxicidade dos
compostos utilizados e vias de administracao preconizadas. Estudos vém testando a utiliza¢ao
da paromomicina (PAR), um antibi6tico aminoglicosideo, para o tratamento topico das lesdes,
principalmente, sob forma de cremes, pomadas, géis, em concentragdes que variam de 10 a
20%. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, a PAR possui limitada penetracdo cutinea.
Portanto, sua eficiéncia (bem como o custo do tratamento — fator extremamente relevante
considerando o perfil socioecondmico da populagdo mais afetada) poderia ser melhorada
otimizando-se o sistema de libera¢dao, de maneira a aumentar a penetracao do farmaco na lesao,
mesmo com uma menor dosagem incorporada na formulagdo. Deste modo, foi proposto o
desenvolvimento de um sistema de liberacdo de PAR baseado em um gel termorreversivel de
poloxamer 407 contendo o farmaco. Foram obtidos géis fluidos em temperatura ambiente, mas
que gelificam em temperaturas proximas as da pele. Isso permitiu a deposi¢ao de maiores
quantidades de farmaco nas camadas cutaneas, em experimentos in vitro de permeacao em pele
de orelha porcina, tendo uma pomada de PAR 15% como controle. A deposi¢do por estes géis
chegou a aumentar mais de 100x quando testados em modelos de pele porcina lesionada (sem
o0 estrato corneo), depositando quantidades superiores a 1 mg em uma area de apenas 2 cm?. A
utilizacdo da técnica de iontoforese para potencializar a liberagdo do farmaco também foi
avaliada, demonstrando ser uma interessante opc¢ao a ser utilizada, por exemplo, ao inicio da
farmacoterapia, para a liberagdo de uma dose de ataque. Acredita-se, assim, que O uso
concomitante desta técnica e a aplicacdo topica do gel de paromomicina para a estabilizar as
doses de manutencdo, poderia agregar uma significativa melhora no desempenho do farmaco,

melhorando a aceitabilidade ao tratamento e a recuperagdo da qualidade de vida do paciente.

Palavras-Chave: Leishmaniose cutanea; Paromomicina; Poloxamer 407; Penetracdo cutanea;

Tontoforese.
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ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a highly prevalent infectious disease in Brazil, in which
conventional treatments add strong adverse reactions due to the high toxicity of the compounds
used and the recommended administration routes (usually invasive). Studies have been testing
the use of paromomycin (PAR), an aminoglycoside antibiotic, for the topical treatment of these
types of lesions, mainly in the form of creams, ointments, and gels, in concentrations ranging
from 10 to 20%. Due to its physicochemical characteristics, PAR has limited skin penetration.
Therefore, its efficiency (as well as the treatment costs - an extremely relevant factor when
considering the socioeconomic profile of the population primarily affected) could be improved
by optimizing the delivery system, in order to increase the penetration of the drug into the
lesion, even in less concentrated formulations. Thus, the development of a PAR release system
based on a poloxamer 407 thermoreversible gel containing the drug was proposed. The gels
obtained were fluid at room temperature, but gel-like at temperatures close to those of the skin.
This allowed higher concentrations of drug to be deposited the skin layers, when compared to
a PAR 15% ointment, used as a control in in vitro porcine skin permeation experiments. The
drug deposition by these gels was increased by more than 100x when tested on models of
injured porcine skin (without the stratum corneum), depositing amounts greater than 1 mg in
an area of only 2 cm? The use of the iontophoresis technique to enhance drug release was also
evaluated, proving to be an interesting tool to be used, for example, at the beginning of the
pharmacotherapy, for the release of a loading dose. It is believed, therefore, that the concomitant
use of this technique with the topical application of paromomycin gel to stabilize maintenance
doses, could add a significant improvement to the performance of the drug, improving the

acceptability of the treatment and the recovery of the patient's quality of life.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Paromomycin; Poloxamer 407; Cutaneous penetration;

Iontophoresis.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose cutanea (LC) ¢ a mais comum das formas de leishmaniose, chegando a
mais de 240 mil novos casos reportados no mundo somente em 2018, mas com uma estimativa
de um n@imero real de novos casos entre 3 e 5 vezes maior!?. Apesar de nio apresentar risco
direto de morte, a doenga gera lesdes cutineas, costumeiramente em areas mais expostas do
corpo como rosto, bragos e pernas que, além de servirem como “porta de entrada” para outras
infec¢des, podem gerar deformidades, aumentando a estigmatizagdo e agregando enorme
prejuizo do ponto de vista psicoldgico e social para o paciente >,

De acordo com os dados compilados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o
Brasil teve mais de 15 mil novos casos no ano de 2018, figurando entre os dez paises que
responderam por aproximadamente 90% dos casos de LC neste dito ano>S. Estes dados
reforgam a necessidade de se langcarem olhares para esta doenga que ¢ uma das mais importantes
dentre as doengas negligenciadas e que ainda possui um tratamento muito aquém do esperado.

O tratamento das lesdes cutaneas da LC costuma ser baseado em fun¢ao do risco-
beneficio apresentado ao paciente, uma vez que as lesdes tendem a ser autolimitadas e de baixa
letalidade e a maioria das opcdes de tratamento agrega fortes reagdes adversas em func¢do de
sua alta toxicidade e posologia pouco confortavel ao paciente. As opgdes atuais possuem
administracao, em geral, oral, intramuscular, intravenosa, ou intralesional, com ciclos que
podem durar de alguns dias até quatro meses em casos mais extensos ou de recidivas, nao
havendo alternativas de tratamento topico atualmente disponiveis no mercado global "%

A escassez de novos farmacos capazes de tratar a leishmaniose com maior eficiéncia e
menores efeitos adversos pode, porém, ser contraposta com o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de farmacos mais adequados, como micro e nanoparticulas poliméricas,
encapsulamento em polimeros ou lipossomas, dentre outras estratégias. Essas alternativas
permitem a utilizacdo de farmacos sabidamente eficazes (e ja utilizados em outros protocolos
de tratamento) de forma mais eficiente, bem como possibilitam agregar caracteristicas uteis a
uma formula¢do para uso topico, como maior adesividade a pele e mucosas, liberagao
controlada ou sustentada do fArmaco e mesmo incorporar ativos cicatrizantes, por exemplo.

A utilizacao destas linhas de desenvolvimento de novos medicamentos tendem a resultar
em um aumento da eficiéncia do tratamento, possibilitando esquemas posologicos mais
adequados e precisos, influenciando diretamente na adesdo, resposta ao tratamento e na
qualidade de vida do paciente. Isso porque, em alguns casos, alternativas de tratamento topico

das lesdes cutaneas poderiam se tornar tdo eficientes (se ndo mais) quanto as alternativas atuais



(em sua maior parte invasivas), ¢ com a vantagem de oferecerem pouca ou nenhuma reacao
sistémica — além da facilidade de administragio '%!316-19,

A paromomicina (PAR) ¢ uma molécula ja utilizada de forma oral no tratamento da
leishmaniose e que, inclusive, vem sendo estudada para o tratamento topico das lesdes
decorrentes da leishmaniose cutdnea. A questdo, porém, esta no fato de que grande parte dos
estudos feitos para se verificar o potencial da PAR por via topica utilizam concentragdes altas
do farmaco (entorno de 15%), o que acarreta em custos mais elevados e um risco mais alto de
rea¢des adversas, além de niio apresentarem um olhar mais técnico acerca do veiculo utilizado”
1215 Por ser um firmaco altamente hidrofilico, a escolha de um veiculo adequado para sua
liberacdo faz-se necessaria para que sua eficiéncia seja aumentada e este campo, até o momento,
aparentemente foi pouco explorado.

A incorporagdo da paromomicina em um sistema de liberacdo mais adequado poderia
facilitar sua liberagdo no local de agdo, melhorar sua absor¢do e possibilitar a reducao da
quantidade de fArmaco na formulacao reduzindo, consequentemente, a possibilidade de reagdes
adversas e até, possivelmente, o custo do tratamento — a depender dos componentes e processo
de fabricacgao envolvidos.

Além do desenvolvimento de formulagdes mais adequadas, outra alternativa que pode
contribuir para um aumento da eficiéncia da terapia farmacolégica ¢ a utilizagdo de técnicas
adjuvantes de promocao da penetragao cutanea de farmacos. Um bom exemplo ¢ a iontoforese.
Esta ¢ uma técnica de facil execucao, baseada na aplicacdo de uma corrente elétrica de baixa
intensidade sobre o local a ser tratado, visando aumentar a penetracdo e/ou permeacao de
moléculas carregadas através da pele. Esta técnica, ndo-invasiva, ¢ indolor e ja ¢ utilizada ha
décadas em diversos tratamentos, inclusive na aplicacdo de anestésicos em criangas, com
bastante sucesso 2°2%. Sua aplicabilidade neste caso em especifico esta no fato de poder
promover uma melhora ainda mais significativa no tratamento topico das lesdes cutineas,
possibilitando o acesso de um tratamento mais eficiente, inclusive em regides de dificil acesso
a instalagdes de saude mais bem estruturadas, uma vez que nao necessita de grande treinamento
ou equipamentos sofisticados. Além disso, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, a
paromomicina, que possui cinco grupamentos polares, seria uma candidata bastante adequada
a aplicagdo da iontoforese.

Assim, ¢ possivel perceber que, apesar da escassez de novos farmacos, ainda ha campo
para serem pesquisadas alternativas de tratamento mais vidveis, utilizando os compostos ja

existentes.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Este projeto tem por objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar um gel termorreversivel
contendo paromomicina, visando sua aplicagdo tdpica para o tratamento de afecgdes
decorrentes da leishmaniose cutanea. Pretende-se, também, avaliar a influéncia da aplicacao da
iontoforese na melhora da capacidade de penetracdo e/ou permeagdo cutanea da paromomicina

quando veiculada sob forma de uma solucao topica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolvimento de sistemas de liberacao contendo paromomicina em solugdo e em géis de
poloxamer;

e C(aracterizagdao dos géis obtidos quanto a caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas e
estabilidade;

e Avaliagdo in vitro da cinética de liberagdo da paromomicina a partir das formulagcdes
desenvolvidas;

e Avaliagdo in vitro da capacidade de penetracao do fadrmaco em pele porcina através das
formulagdes desenvolvidas;

e Avaliagdo in vitro da capacidade de penetragdo do farmaco em modelos de pele integra e
lesionada através das formulacdes desenvolvidas;

e Avaliagdo in vitro da viabilidade da aplicagdo da técnica de iontoforese em ensaios
microbioldgicos;

e Avaliagdo do impacto da aplicacdo da iontoforese na capacidade de liberagdo e aumento da

penetracao da paromomicina em pele porcina, a partir de uma solugdo do farmaco;



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. LEISHMANIOSE: ASPECTOS GERAIS DA DOENCA

A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa e de carater ndo-contagioso, tendo sua
transmissao para o ser humano feita de forma vetorial e estando presente em dezenas de paises
ao redor do globo, com maior incidéncia entre os das zonas tropicais e subtropicais. E causada
por diversas espécies de protozoarios do género Leishmania que atingem o sistema fagocitico
mononuclear (afetando macréfagos, células dendriticas e outras), onde se reproduzem e
disseminam pelo organismo.

Os protozoarios sdao transmitidos para o ser humano através da picada da fémea de
flebotomineos, principalmente espécies dos géneros Phlebotomus (Africa, Asia e Europa) e
Lutzomyia (Américas), vulgarmente conhecidos por “mosquitos-palha”, previamente
infectadas ao picar e sugar o sangue de um outro humano ou animal reservatorio ja infectado —
sendo os canideos, felinos, algumas espécies de marsupiais (como gambas), roedores (como
ratos e camundongos), cavalos e edentados (como tatus e tamanduds), os reservatorios mais
comumente encontrados, seja em ambiente selvagem ou doméstico #1325 O ciclo geral do

protozoario pode ser conferido na Figura 1, a seguir.

Estédgio no Mosquito Estédgiono Homem

Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudével

(injetando com sua saliva 9 No organisma os
e _ irs protozodrios na forma de p igota) p ig sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e

migram para a faringe
do inseto

W

Amastigotas se transformam em
promastigotas

’ macréfagos

o

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro de

macréfagos A

Amastigotas se
multiplicam dentro da
células por divisdo
bindria (incluindo
macréfagos) em varios

Ingestdo de células g
parasitadas tecidos
e Flebotomineo ingere A

sangue com macréfagos
infectados com
amastigotas

A! Estagio infeccioso
A- Fase de diagnostico

Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania sp. em humanos. Fonte: adaptado de CDC <http://goo.gl/h5Apj1>.



De um modo geral, do ponto de vista clinico, apesar de diferencas terminolédgicas e

conceituais apresentadas em diferentes trabalhos e publica¢des oficiais a nivel global’!>%,

a
infeccdo em humanos pode ser dividida em trés formas clinicas principais: a visceral, forma
mais grave, podendo levar a 6bito quando ndo tratada em tempo e adequadamente; a cutinea,
forma mais prevalente dentre os tipos de leishmaniose (podendo ser localizada ou difusa) e a
mucocutanea, forma que afeta principalmente a mucosa oral e do trato respiratorio superior. A
forma clinica com a qual a infec¢do se apresentard esta relacionada com fatores como a espécie
de Leishmania que originou a infec¢do, a existéncia de coinfec¢des e outros possiveis fatores,

como fatores ambientais, caracteristicas genéticas e condi¢des imunologicas e fisiologicas do

individuo infectado.
3.2. LEISHMANIOSE CUTANEA
3.2.1. Epidemiologia

A leishmaniose cutanea (LC) ¢ a forma clinica mais prevalente da doenca em termos
globais, respondendo por aproximadamente trés quartos do total de casos de leishmanioses.
Estima-se que entre 600 mil e 1 milhdo de novos casos surjam todos os anos>*%?’. Cerca de
75% dos casos novos registrados no mundo ocorrem em apenas 5 paises: Afeganistdo, Brasil,
Ira, Iraque e Siria. H4, atualmente, entorno de 100 pais endémicos para a LC, colocando mais
de 430 milhdes de pessoas em situacdo de risco®?®. Nas Américas, a LC é o principal
acometimento da chamada Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA).

A expansao de areas urbanas e periurbanas para zonas rurais e florestais, além da
elevada domesticacdo de animais, faz com que o parasito, seus vetores e reservatorios, sejam

12629731 Na América do Sul, ha uma

expostos cada vez mais ao contato com populagdo gera
média anual de 54.950 casos reportados para LC. No ano de 2018 houve uma redugdo no
nimero para 46.041, sendo que o Brasil respondeu por 34% destes, com 15.632 casos. Aqui no
pais, a LC ¢ uma das apresentagdes ocorre por todo territdrio, mas com maior intensidade na
regido Norte e em parte das regides Centro Oeste (em especial, o estado de Mato Grosso) e
Nordeste>*®.

Dados mostram que entre 2003 e 2018 foram registrados mais de 300 mil casos no pais,

com média de 21.158 casos por ano’2.
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*0 MS reporiou 1305 casos de municipios
desconhecidos que ndo foram incluidos nos
célculos do indice composio de leishmanioses.

Figura 2: Mapa demonstrativo do indice Composto de Leishmaniose Triénio 2016-2018. O mapa apresenta os
casos das formas cutdnea e mucocutinea, porém, 4,9% do total de casos correspondeu a esta segunda forma. Fonte:
Informe Epidemioldgico das Américas, OPAS®.

Hé entorno de 20 espécies de flebotomineos do género Lutzomia reconhecidas como
vetores da LC no Brasil. Os registros mais recentes de infecgdo listam as espécies L. (Viannia)
braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, como 0s principais agentes etiologicos

da LC aqui no pais"®.
3.2.2. Fisiopatologia e Caracteristicas das Lesoes

Na forma cutinea, os primeiros sinais costumam surgir apos um periodo de incubacao
que pode durar de duas a oito semanas aproximadamente (para algumas espécies de parasito e
a depender do estado de imunocompeténcia do paciente, este periodo pode se prolongar por
meses a anos). Em geral, sdo lesdes bem demarcadas, no local da picada do inseto que se
parecem, num primeiro momento, como maculas que evoluem para papulas ou nodulos
pruriginosos no local da inoculagdo (com a possibilidade de lesdes satélites), que podem, por
sua vez, evoluir para Ulceras rasas e pouco dolorosas, com formato ligeiramente ovalado ou
arredondado, bordas firmes e elevadas, interior geralmente eritematoso, com diametro variando
de poucos milimetros até alguns centimetros®*=#. As ulceras costumam apresentar infiltragdo

parasitaria em suas bordas, sendo mais pronunciadas em lesdes causadas pela infec¢do por L.



(L.) amazonesis. As bordas Estas lesdes podem regredir e curar-se espontaneamente apds meses
ou anos, mas costumam deixar marcas e cicatrizes "»' 12141525,

A forma cutanea difusa, por sua vez, pode apresentar, apos seu periodo de incubagio,
maculas, papulas, nddulos e mesmo placas que podem se estender pelo corpo, principalmente
nos membros e face, semelhantemente as lesdes causadas pela hanseniase. As manifestagdes
cutaneas desta forma n3o se curam espontaneamente e, apesar de responderem bem ao

tratamento padrio no inicio, recidivas pouco responsivas ao tratamento sio comuns 1713,

3.2.2.1. Interagdo Parasito-Hospedeiro

O protozoario causador da leishmaniose, Leishmania spp. € um parasito intracelular, o
que significa que ele necessita estar dentro de células do hospedeiro para dar continuidade a seu
ciclo de vida. O mecanismo pelo qual esses protozodrios infectam as células e qual o papel dos
tecidos adjacentes a infecg¢iio, porém, apenas hd pouco comegaram a ser melhor elucidados *°.

O sucesso infeccdo por Leishmania estd intimamente relacionado a capacidade de
resposta imunocompetente do individuo e depende de uma série de eventos pré e pos sua
instalagdo nas cé€lulas do sistema imune (em especial, os macroéfagos). Ao menos trés destes
eventos considerados determinantes ja foram identificados: a¢dao do sistema complemento, a
adesdo do parasito a membrana dos macréfagos € o processo de fagocitose pelos
macréfagos! 4293036,

Foi demonstrado que a existe uma grande interacdo entre o parasito € a matriz
extracelular (MEC) no local da picada por onde os protozoarios foram inoculados. Logo apds
a inoculacao do parasito, ha a ativacao do sistema complemento — um dos principais agentes
liticos e limitadores da instalagdao da infecgdo. Ele, porém, ndo ¢ totalmente eficiente em fungao
da presenca de promastigotas metaciclicas, que sdo formas resistentes do parasito e que
possuem mecanismos de defesa e fixagdo de componentes do complemento, além de interagir
com diversos componentes da matriz extracelular, ainda no local da infec¢do. Nestes momentos
seguintes a introdugao do parasito no organismo, ha uma alteracdo no arranjo da malha de fibras
de colageno tipo I (tipo mais presente na MEC) facilitando a movimentagao e criagao de bolsdes
de protozodrios, que seriam uma etapa facilitadora para uma cadeia de reagdes que culminardo
na internalizagdo dos promastigotas pelas células do hospedeiro 3°-7-%,

Os promastigotas, nesse primeiro momento, ainda ndo estdo prontos para serem
fagocitados, pois necessitam de estimulos que s6 sdo obtidos com a presenca dos macrofagos

na regido — ocorre uma rela¢do quase paradoxal, uma vez que a mesma célula responséavel por



conter a infecgdo ¢, também, responsavel por possibilitar o amadurecimento do parasito até a
fase em que este se torna resistente o suficiente para se deixar ser capturado pelo macréfago,
mas nao para sua destrui¢do e, sim, para sua reprodu¢do e perpetuacgao da infecgio.

Uma vez prontas para serem fagocitadas, as promastigotas metaciclicas, munidas de
ligantes presentes na membrana do parasito, ativam moléculas do sistema complemento para
facilitar a adesdo e posterior fagocitose pelos macrofagos. No processo de fagocitose, o
ambiente interno toxico criado pelo macréfago para a destruigdo do parasito, com a produgao
de perdxido de hidrogénio e oOxido nitrico forga sua transformagdo, dentro do vactolo
parasitoforo, para a forma amastigota. Com a formagao do fagolisossomo, uma série de outros
mediadores quimicos aumentam a toxicidade para o parasito que lanca mao de diversos
mecanismos de modo a viabilizar sua sobrevivéncia e reproducdo dentro da célula
hospedeira®®=%*°. Dentro do fagolisossomo, os parasitos estdo protegidos e livres para se
reproduzir até que, em fungdo do volume de organismos, rompe as membranas dos macrofagos
e sdo liberados, gerando novas sinalizagdes inflamatdrias, recrutamento de macrdofagos e

perpetuagio da infeccio™.
3.2.3. Tratamento

As lesoOes cutaneas causadas pela LC tendem a se curar espontaneamente, sem ajuda de
qualquer tipo de tratamento em boa parte dos casos. Porém, o processo de cura tende a ser
bastante lento, podendo levar décadas e, usualmente, resultando na formacdao de grandes
cicatrizes e queloides na regido lesionada comprometendo, por vezes, a autoestima do paciente
e sua aceitacdo social*?*33.

A maioria das opcdes de tratamento da leishmaniose cutanea agrega fortes reagdes
adversas em fun¢do de sua alta toxicidade e posologia pouco confortavel ao paciente. Dentre
as opgoes de tratamento disponiveis estdo a administra¢do intravenosa, intramuscular ou
intralesional de antimoniais pentavalentes (como o antimoniato de meglumina), a infusdo
intravenosa de anfotericina B, pentamidina (intramuscular ou intravenosa) e administracao
intramuscular e/ou topica (em pomadas e cremes) de paromomicina (PAR)"*#!2. A duracio
dos tratamentos apresentados varia, com ciclos que podem durar de alguns dias até quatro meses
em casos mais extensos ou de recidivas 19,

Nas ultimas duas décadas, estudos tém demonstrado que a administracdo de
formulagdes topicas de PAR pode surtir efeito bastante positivo na regressdo e cura destas

9,11,43-47

lesdes , mas nenhuma formulacdo foi devidamente incorporada nos protocolos de



tratamento oficiais atuais >!13.

Muitos destes estudos, inclusive, utilizam formulagdes
farmacéuticas que talvez ndo seriam as mais adequadas para otimizagdo da liberagdo do
farmaco, utilizando bases pré-formuladas, sem um estudo mais aprofundado que demonstrasse
sua adequabilidade.

A utilizacdo de formas farmacéuticas adequadas para a o tratamento e que respeitem as
caracteristicas intrinsecas do firmaco e da doenga deve ser a base para a formulagdo de novas
terapias e podem ser o diferencial entre o sucesso e o fracasso da terapéutica. Assim, acredita-
se que o desenvolvimento de novas propostas e sistemas de liberagdo topica de farmacos, como

a PAR, tém a real capacidade de melhorar o tratamento e, portanto, sio uma interessante

alternativa a ser trabalhada.
3.3. PAROMOMICINA

A paromomicina (PAR) (também chamada de aminosidina) € um antibidtico
aminoglicosideo (como a gentamicina e a amicacina). E derivada da bactéria Streptomyces
rimosus paromomycinus € considerada como de amplo espectro de agdo contra diferentes
classes de protozodrios e bactérias. Sua molécula (Figura 3) ¢ bastante hidrossoluvel, possui
cinco grupamentos amino e peso molecular de 615,5 Da. Estas caracteristicas acabam limitando
sua penetracao na pele através do estrato corneo em funcao das caracteristicas intrinsecas deste
meio*®> o que, por sua vez, acaba se tornando um fator limitante para o tratamento, exigindo
que concentragdes mais altas de farmaco sejam utilizadas na formulagdo de modo
compensatorio, para viabilizar a penetracdo de quantidades suficientes do composto para a

manutengdo de sua acdo farmacolégica’’.

Figura 3: Estrutura molecular da paromomicina. Peso molecular 615,6 Da. Fonte: autoria propria.
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3.3.1. Atividade da PAR

A atividade da PAR varia na avaliagdo para diferentes espécies do género Leishmania
e, inclusive, ha discordancias entre estudos ao longo das tltimas décadas *6°27¢, Por vezes, a
discordancia e variabilidade nos resultados pode ser atribuida ao protocolo de teste utilizado
(seja para in vitro quanto para in vivo) € ndo somente a espécie estudada. O estagio do
protozodrio também possui influéncia na sensibilidade ao farmaco, sendo que boa parte dos
estudos indicam uma menor sensibilidade pelos protozoarios em estagio intracelular
(amastigotas) >34,

Informacdes sobre a atividade in vitro (testada em culturas celulares) da PAR estdo cada
vez mais presentes na literatura, mas, como comentado acima, ndo ha um consenso firmado. A

10,56

atividade in vivo com modelos murinos também tem sido avaliada , porém, pouco se sabe

até o momento sobre a correlagdo entre as caracteristicas e alteragdes estruturais da pele quando

35,37

infectada °>’, e a interagdo com o farmaco, o que pode ser um ponto chave para se compreender

como o farmaco poderia ser mais eficiente para o tratamento.
3.3.2. Metodologias de Quantificacao da PAR

A PAR, assim como outros antibioticos de sua familia, ndo possui grupamentos
cromoforos, o que inviabiliza sua correta analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés, high pressure liquid cromatography), técnica de quantificagdo por
separagao, usualmente acoplada a um sistema de deteccdo ¢ por ultravioleta ou fluorescéncia
convencional. Nestes casos, um processo anterior, ou posterior a passagem do farmaco pela
coluna de cromatografia deve ser feito. Este processo, chamado derivatizagdo, consiste em
lancar mao de uma ou mais reagdes quimicas, para transformar um composto em outro (um
derivado), melhor detectavel, ao alterar grupamentos funcionais especificos da molécula inicial.

Outras técnicas também podem ser acopladas ao sistema de HPLC e também sdo
passiveis de utilizacdo na deteccdo e quantificacio da PAR, como a utiliza¢do de colunas de
troca idnica, por exemplo °’%, Atualmente, porém, a op¢io mais interessante é a utilizagio da
deteccdo por espectrometria de massas >°7%2. Esta técnica, quando acoplada ao HPLC,
possibilita a identificagdo e quantifica¢do do composto desejado com alta sensibilidade e
especificidade, podendo chegar na ordem de partes por bilhdo (ppb), o que possibilita a
possibilidade de identificacdo e quantificagdo a nivel traco.

A capacidade desta técnica se mostra bastante interessante a medida que podera fornecer

dados precisos sobre a quantidade de farmaco detectada em cada camada da pele apds os ensaios
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in vitro de permeacdo cutanea. Estes dados, juntamente dados microbioldgicos da atividade
leishmanicida, poderdo indicar se as concentragdes de fAirmaco nas diferentes camadas da pele

seriam suficientes para eliminar os micro-organismos ali presentes.
3.4. INCORPORACAO DE PAR EM SISTEMAS DE LIBERACAO

Estudos indicam que, em casos de lesdes ndo ulcerativas, ou seja, quando a pele
permanece intacta, o uso de cremes contendo 15% de PAR e 10% de ureia, ndo foram efetivos
83 enquanto outros apresentaram resultados positivos para formula¢des com algumas variagdes
em sua composi¢io e forma farmacéutica 3*!**. Dados conflitantes como estes corroboram com
a hipotese de que a o veiculo utilizado pode estar interferindo na correta liberacao do farmaco
e, assim, impactando em sua atividade terapéutica. Desde modo, a incorporacao da PAR em um
sistema de liberagdo mais adequado poderia, inclusive, reduzir a quantidade de farmaco na
formulacao reduzindo, consequentemente, a possibilidade de reagdes adversas.

Encontram-se descritos na literatura também formulagdes lipossomais de PAR 10:65:66

e
em todos esses estudos foi verificado que a formulacao lipossomal foi capaz de aumentar a
penetracao cutanea do antibidtico em pele de camundongos ou em pele de porco, estando a pele
intacta ou nao. No entanto, nota-se em todos eles que a eficiéncia de encapsulagdao do farmaco

foi baixa. Ferreira et al. ©

obtiveram no maximo 41,9% de encapsula¢do enquanto Carneiro et
al.'® obtiveram no méaximo 13,9% de encapsulacio em lipossomas de fosfatidilcolina de soja.
Jaafari e colaboradores® obtiveram a maior eficiéncia de encapsulagdo (aproximadamente
60%). Apesar da paromomicina ser o farmaco mais barato dentre os compostos utilizados para
o tratamento da leishmaniose, ele no ¢ um farmaco barato*’. Formulagdes lipossomais como
as desenvolvidas costumam envolver também alto custo de produgdo, uma vez que os lipideos
utilizados tendem a possuir alto valor agregado. Além disso nenhum destes estudos chegou a
avaliar a estabilidade dessas formulag¢des. Muitas vezes condi¢des especiais de armazenamento
sdo necessarias. Por se tratar de uma doenca negligenciada, que afeta muitas vezes uma
populacdo com baixo desenvolvimento socioecondmico, o custo do tratamento torna-se um
fator relevante e que deve ser levado em consideragao.

Em func¢do dos motivos citados acima, uma formulagao simples, do ponto de vista de
sua produgdo e aplicagdo, mas capaz de aumentar a penetragdo do farmaco seria ideal e a chave
para se obter este tipo de formulagdo pode estar na utilizagdo de biopolimeros para a produgao
de um gel aquoso, cujas caracteristicas de gelificacdo podem ser moduladas de acordo com a

necessidade de sua aplicagdo.
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3.5. GEIS TERMORREVERSIVEIS

Alguns polimeros possuem propriedades intrinsecas de modular suas cadeias em func¢ao
da energia térmica acumulada no sistema. Como consequéncia, sdo capazes de alterar seu
estado fisico apresentando-se mais fluidos (sol), ou mais viscosos (gel) a depender da
temperatura ou pH ao qual estdo expostos, por exemplos. Os poloxamers sdo uma classe de
polimeros que apresenta como caracteristica a transicdo do estado sol-gel em funcdo do
aumento de temperatura e, por esta razao, sdo interessantes candidatos para formulagdes para

gelificagdo in situ.
3.5.1. Géis de Poloxamer

Os poloxamers sdo copolimeros nao-idnicos cujas propriedades (em especial as do
chamado poloxamer 407) vem sendo bastante exploradas nas ultimas duas décadas®’’!. Este
polimero, biocompativel, ¢ capaz de formar hidrogéis termossensiveis que se apresentam
liquefeitos em temperaturas ambiente, porém, gelificam-se na temperatura corporal. A alteragdao
de seu estado sol-gel também pode ser induzida por alteragdes no pH do meio em que se
encontra. Essa propriedade peculiar de transicao tem garantido seu emprego como estrutura
base para estudos de sistemas de liberagdo de farmaco em diversas interfaces, como pele e
mucosas nasal, oral, anal e ocular, associado a outros biopolimeros para conferir caracteristicas
como mucoadesdo, estimulacio da cicatrizacio e outros !7:¢770-76,

Essa particularidade dos poloxamers permite que sejam exploradas aplicagdes com as
de formulagdes inicialmente liquidas, que gelificam no local de sua aplicagdo, em funcao da
temperatura da pele, os chamados géis in situ®®7%">"%77_ Tal caracteristica poderia ser de grande
valia no desenvolvimento de um sistema para liberacdo baseado em dispersdo, como um spray
que, ap6s a aplicagdo, gelificaria formando um filme, o que possibilitaria um maior controle da

dosagem aplicada, quando comparado a posologias de outros semissolidos, como pomadas e

cremes.
3.6. IONTOFORESE

A utilizagdo de técnicas adjuvantes, paralelamente ao tratamento tdpico que pretende-
se desenvolver, pode ajudar a potencializar o efeito terapéutico da formulacdo, permitindo
ajustes posoldgicos mais confortaveis e, inclusive, a possibilidade de se conseguir uma melhor

relagdo de custo-efetividade para o tratamento como um todo. Dentre as possibilidades a
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iontoforese destaca-se com uma potencial ferramenta, auxiliando na promog¢ao de uma melhora
ainda mais significativa no tratamento topico destas lesdes, com baixo custo e facil aplicacao,
permitindo o acesso a um tratamento ainda mais eficiente, inclusive em regides de dificil acesso
20,51

A iontoforese ¢ uma técnica ja bastante fundamentada e descrita na literatura, cujos
principios datam do século XVIII e que, nas ultimas décadas, vem sido bastante descrita como
mecanismo de auxilio para a liberagdo e permeagdo ativa de farmacos topicamente, inclusive
em mucosas 2>78#2_Ela consiste da aplicagdo de uma corrente elétrica constante, continua e de
baixa intensidade (usualmente até 0,5 mA/cm?) para estimular a libera¢io cutinea de moléculas
polares e carregadas que, de outra maneira, seriam incapazes de penetrar a pele **. Para a
aplicacao da iontoforese num tecido, ¢ necessario que haja um compartimento onde o farmaco
sera aplicado — em que sera colocado um eletrodo de mesma polaridade — e um compartimento
de retorno da carga, acoplado a um eletrodo de polaridade oposta — e que pode ser alocado em
qualquer local do corpo. Assim, a carga do farmaco servird como um condutor de corrente
através da pele 7°-80-84,

A iontoforese ¢ uma técnica muito utilizada em diversos hospitais do mundo para a
aplicagdo de anestesias locais pediatricas, justamente por ser uma técnica segura e indolor®’.
Para isso foram desenvolvidos dispositivos miniaturizados e portateis de aplicagdao da corrente,
alguns possuindo até mesmo desenhos e formatos de motivos infantis para evitar o
estranhamento das criangas %°. Tais dispositivos poderiam, portanto, ser adquiridos pelo SUS
por um custo relativamente baixo, trazendo beneficio inquestionavel para a saude e bem-estar
dos pacientes adultos, pediatricos e idosos. Ainda, o farmaco PAR ¢ um 6timo candidato a ser
transportado para a pele por meio iontoforese, uma vez que sua molécula ¢ bastante hidrofilica,
polar e cujos grupamentos amino tendem estar ionizados quando em solu¢des com pH

fisiologico.
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4. MATERIAIS & METODOS
4.1. MATERIAIS
4.1.1. Farmaco e Reagentes

Para o preparo das formulagdes (bem como para as todas as analises), foi utilizada a
paromomicina (PAR), em forma de sulfato, da Apollo Scientific (Bredburry, Reino Unido). O
poloxamer Kolliphor® P407, um copolimero ndo-idnico foi obtido da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha).

Para as analises de quantificagdo do farmaco, foi utilizado acido férmico > 99% para
LC-MS da J.T. Baker® (Deventer, Holanda) e acetonitrila LiChrosolv® > 99,9% da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Toda 4gua utilizada neste trabalho foi ultrapurificada em sistema de
filtragdo Milli-Q® Direct 8, da Millipore (Illkirch Graffenstaden, Franca).

Como meio receptor para os ensaios de permeagao e liberagao, foi preparado um tampao
HEPES 25 mM isotonizado em pH 7,4 (acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico,
sal sodico), adquirido da J.T. Baker (Pensilvania, EUA).

Demais reagentes e materiais serao descritos em momento oportuno, ao longo da

metodologia.
4.1.2. Peles

As peles utilizadas foram obtidas de orelhas retiradas de porcos logo apods seu abate
comercial (Frigorifico Sabugy, Planaltina, Brasil ou cooperativa de abatedouros CARRE,

Rolle, Suica).
4.2. METODOLOGIA
4.2.1. Método Analitico

A paromomicina ndo ¢ detectavel quando observada por detectores baseados em analise
de espectros de emissdo/absor¢io na regido de comprimento do UV-visivel, ou fluorescéncia®
— metodologias tidas como de primeira escolha em boa parte dos laboratorios. Neste caso, com
base em alguns achados na literatura, a espectrometria de massas foi selecionada como método
de deteccdo para o firmaco em questdo. As andlises do firmaco foram feitas utilizando a técnica

de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS, do inglés liquid
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chromatography tandem mass spectrometry), que ¢ capaz de detectar compostos com base em

seus pesos moleculares, via processos de ionizagao do(s) analito(s).
4.2.1.1. Equipamentos e Parametros

Para as analises, foram utilizados dois equipamentos diferentes, que operam de formas
distintas, sendo um na Suica, outro no Brasil.

O equipamento utilizado no laboratorio suigo (LC-MS-SZ, para referéncias futuras)
consistia em um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a um detector do
tipo massa-massa (UHPLC-MS/MS) composto por um cromatografo Waters Acquity
UPLC® (Baden-Dittwil, Suica) dotado de bomba binaria e amostrador automatico, acoplado a
um detector Waters XEVO® TQ-MS (Baden-Dittwil, Suica) com fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI, do inglés electrospray ionization). Os dados foram integrados e analisados
utilizando o software Waters MassLynx®.

O equipamento utilizado no laboratorio brasileiro (LC-MS-BR, para referéncias futuras)
consistia em um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a um detector de
massas (UHPLC-MS), composto por um cromatdgrafo Shimadzu Nexera XR (Quioto, Japao),
dotado de duas bombas LC-20AD XR, amostrador automatico SIL-20AC XR, forno para
colunas CTO-20AC, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e espectrometro de
massas LCMS-2020, com fonte de ionizagao tipo ESI. Os dados foram integrados e analisados
utilizando o software Shimadzu LCMS Solution Ver.5.60.

Inicialmente, os parametros utilizados nos testes de desenvolvimento do método
analitico foram inspirados nos trabalhos de Mokh e colaboradores %7#8, testando diferentes
variagdes entre as concentracdes de dgua e acetonitrila, com ou sem acidificacdo por acido
formico (AF), ou écido trifluoroacético (ATF). As concentragdes de dgua na fase movel
variaram de 50 a 95% (v/v).

Parametros como volume de injecdo, fluxo da fase movel, temperatura da fonte de
ionizagdo, voltagem de cone e demais critérios referentes a espectrometria de massas também
foram testados em diferentes arranjos. As faixas avaliadas estdo apresentadas na Tabela 1, a

seguir.
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Tabela 1: Demonstrativo pardmetros e especificagdes utilizados no desenvolvimento da metodologia de
identificagdo e quantificacdo da paromomicina por LC-MS nos equipamentos sui¢o (LC-MZ-SZ) e brasileiro (LC-
MS-BR).

Parametro LC-MS-SZ LC-MS-BR
fon precursor (m/z) 616,3 616,3
Modo de ionizacao ESI + ESI +
Voltagem do cone (V) 2-100 2-100
Energia de colisao (eV) 2-80 -
fon(s) fragmento (m/2) 324 ¢ 163 455
Temperatura da fonte (°C) 200 - 500 200 - 500
Gas de Colisdo N> N2
Fluxo da fase movel (mL/min) 0,2-0,6 0,2-0,6
Tempo de corrida (min) 5-10 5-10
Volume de injegdo (uL) 2,4¢8 2,4¢8

LiChrospher® 100 Discovery®
Fase estacionaria (coluna) C18-5pum, C18 -5 um,
4,0 x 125 mm 4,6 x 150 mm

4.2.1.2. Preparo das Solugoes Estoque

O preparo das solucdes de PAR também foi feito com base nos trabalhos de Mokh e
colaboradores 7% Inicialmente, foram preparadas solugdes-estoque de 100 ppm de farmaco
em cada um dos seguintes diluentes: H>O acidificada com 0,1% AF; H,O acidificada com 0,1%
ATF; solucdo de H>O:ACN (70:30) acidificada com 0,1% AF; e solugdo de H2O:ACN (70:30)
acidificada com 0,1% ATF. As solucdes-estoque foram posteriormente diluidas em seus
respectivos diluentes até as concentragdes de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0 e 4,0 ug/mL para
viabilizar a curva-padrdo. Ha relatos de que aminoglicosideos podem interagir com vidro
quando expostas por longos periodos, portanto e como medida e precaucao, logo apos preparo,
todas as solugdes foram armazenadas em tubos plésticos (eppendorfs ou tubos falcon) e so
entravam em contato com vidro no momento de suas analises, quando eram vertidas em frascos

de vidro, proprios para utilizacdo em cromatografos (vials) .
4.2.2. Valida¢ao do Método Analitico

Em funcdo de parte projeto ter sido realizada durante o periodo de “doutorado
sanduiche” do aluno em Genebra e do equipamento utilizado operar de forma diferente da do
disponivel no Brasil — apesar de também ser um sistema de cromatografia liquida acoplado a

espectrometria de massas —, foram necessarios dois métodos de analise distintos para a analise
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da PAR e, portanto, foram feitas duas validagdes: uma no laboratério de suico e outra no
brasileiro.

A metodologia de validagdo, porém, foi a mesma para os dois equipamentos, seguindo
os pardmetros determinados pela ANVISA em sua RDC n° 27/2012%, que determina os
requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos. Complementarmente, foram
consultadas a RDC n°® 166/2017°° (que dispde sobre a valida¢io de métodos analiticos) e o guia
de procedimentos para validagio analitica Q2(R1)°! do Conselho Internacional para
Harmonizagdo de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano (ICH, do inglés,
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use).

As validagdes foram feitas considerando-se os parametros de seletividade, linearidade,
limites de detec¢do e quantificagdo, exatidao, precisdo e quanto a capacidade de recuperacgao

do farmaco a partir de amostras de matriz (fracdes de pele).
4.2.2.1. Seletividade

A seletividade de métodos de detecgdo baseados em espectrometria de massas se da pelo
proprio carater seletivo intrinseco da técnica. Ao ser calibrado massas para o analito desejado,
o espectrometro de massas faz a varredura apenas de seu ion precursor e¢ ions produto
selecionados. Apesar da possibilidade de algumas moléculas possuirem uma m/z semelhante,
seus padrdes de fragmentagao nunca serdo iguais e, portanto, nao aparecerao nas analises. Ao
analisar os picos do espectro gerado, ¢ possivel conferir esses padrdes tnicos e isolar o analito
dos possiveis interferentes para, entdo, quantifica-lo. A verificagao da seletividade do método
para a quantificacao da paromomicina foi verificada a partir da analise e verificacdo da presenga
tanto do ion precursor 615,3, quanto dos ions fragmento 163, 324 e 455. A presenga de todos
estes ions nas amostras contendo paromomicina e a variagdo da intensidade de seus picos em
fungdo de variagdes nas concentragdes de farmaco da amostra de modo linear permite inferir,

com um bom grau de seguranga, a seletividade do método.
4.2.2.2. Linearidade e Curva Analitica

A linearidade ¢ o pardmetro responsavel por indicar o grau de correlagdo entre os
resultados das analises e a concentracdo do analito nas amostras, no caso, a concentracao de

paromomicina.
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Para tal, foram montadas trés curvas analiticas, que contemplavam as trés solugdes em
que a paromomicina seria analisada: solucao diluente, composta por adgua:acetonitrila (70:30,
v/v +0,1% AF), tampao HEPES 25 mM isotonizado (pH 7,4) e solugdo diluente contaminada
com pele de orelha porcina (de modo a simular o meio extrator dos experimentos in vitro de
permeacgdo cutanea). As curvas analiticas foram preparadas seguindo do mesmo modo
apresentado no item 3.2.1.2, bem como nas concentragdes descritas: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0 e
4,0 ug/mL.

Todas as curvas foram feitas em triplicata. As areas dos picos de cada amostra dentro
das curvas foram correlacionadas as concentragdes utilizando regressao linear, que se vale da

equacao:

y=ax+b
Equacgdo 1

Onde, para os ensaios realizados, x (concentracdo do farmaco — varidvel dependente) ¢
determinado em funcao do coeficiente linear (@), do coeficiente angular da reta (b) e da area do

pico (), a variavel independente da equagao.
4.2.2.3. Limite de Detecgao

O limite de deteccao (LD) corresponde a menor concentragdo do analito que seja
detectavel, porém, ndo necessariamente quantificavel pela metodologia analitica empregada.

Este valor pode ser determinado através da formula a seguir:

LD =33 x—
o IC

Equacao 11

Em que o corresponde ao desvio padrdo do intercepto com o eixo y a partir de trés curvas de
calibracdo contendo concentracdes de PAR proximas ao suposto limite de detecgdo e IC

representa a inclinag¢do da curva de calibragdo (coeficiente angular).
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4.2.2.4. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentragdo de analito detectavel
e quantificavel de forma confidvel por meio da metodologia analitica empregada. De modo

similar ao LD, o LQ pode ser determinado em fungdo de uma equagao, que se segue:

LO =10 x —
Q= IC

Equacao 111

Em que, do mesmo modo que o LD, & corresponde ao desvio padrao do intercepto com o €ixo
y a partir de trés curvas de calibracdo contendo concentragdes de PAR proximas ao suposto

limite de deteccao e IC representa a inclinagdo da curva de calibragdo (coeficiente angular).
4.2.2.5. Precisdo

As andlises de precisdo do método analitico contemplaram as avaliagdes da precisao
intracorrida e precisao intercorrida. A precisdo intracorrida, também interpretada como analise
de repetibilidade, designa a avaliagcdo feita entre amostras avaliadas em sequéncia, em um
mesmo dia. As analises de precisao intercorrida contemplaram corridas realizadas em trés dias
distintos. Para cada andlise foram feitas determinagdes dos seis pontos delimitados na curva
analitica. Todos os pontos foram preparados em quintuplicata.

A precisao foi verificada analisando-se o grau de concordancia entre as amostras de cada

ponto, expresso pelo coeficiente de variagao, determinado pela equagao:

cV = (%) x 100

Equacgao IV
Onde o representa o desvio padrdo entre os resultados de um dado ponto e m ¢ a média dos
valores obtidos em tais replicatas. Para ser considerado preciso, o método nao pode apresentar
valores de CV superiores a 15%, com exce¢do do limite inferior da curva, cuja desvio aceitavel

era de até 20%.
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4.2.2.6. Exatidao

A exatiddo denota a capacidade do método analitico apresentar resultados que condizem
com os valores tedricos (concentracdo nominal). As determinagdes foram feitas
concomitantemente aos ensaios de precisdo, valendo-se dos dados destas andlises para sua
verificagdo. Para a exatidao (E%), expressa em fun¢do do erro padrao relativo (EPR), os valores
nao poderiam ultrapassar os 15% de variagdo, excetuando-se o limite inferior da curva, cuja

desvio aceitavel era de at¢ 20%, de acordo com a equacdo a seguir:

_ (cme —cn)
E% = —x%x100
cn

Equagao V

Sendo cme o valor da concentracdo média encontrada determinada pelo método analitico e cn

a concentracdo nominal, referente a concentracgao tedrica do ponto.
4.2.2.7. Ensaios de Recuperagao

Os ensaios de recuperagdo visam assegurar o isolamento da PAR nos ensaios em que as
amostras a serem analisadas estejam em matriz biologica. No ambito deste trabalho, essas
amostras serao encontradas quando da realizagdo dos ensaios de permeacgao. Para isso, foram
adicionadas concentragdes conhecidas de farmaco a amostras da matriz biolodgica trabalhada
(pele de orelha porcina) em trés concentragdes distintas (0,25, 1,0 e 4,0 ug/mL). Em seguida,
foram realizados os procedimentos de extracdo e quantificacdo do farmaco nestas dadas
amostras. O resultado (R%) ¢ expresso em fun¢do da diferenca, em porcentagem, entre a
quantidade de farmaco acrescentada e a quantidade recuperada apos a extragao, de acordo com

a seguinte formula:

Concentracdao mensurada

R% = p -
Concentragdo nominal

Equacdo VI
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4.2.3. Estudos de Pré-Formulagao
4.2.3.1. Analises Térmicas

De modo a caracterizar os padroes de degradacao térmica, que podem ser utilizados para
avaliar a estabilizagdo do farmaco na formulacdo, foram realizados estudos de analise
termogravimétrica (TGA, do inglés, thermogravimetric analysis), em um Shimadzu DTG-60
(Quioto, Japao). A calorimetria diferencial de varredura (DSC, do inglés, differential scanning
calorimetry) também foi empregada, utilizando um calorimetro Shimadzu DSC-60 Plus
(Quioto, Japao). As analises foram realizadas com a paromomicina, o poloxamer 407 ¢ com
uma mistura fisica dos dois (1:1, p/p).

Para os ensaios de TGA, aproximadamente 3 mg de cada amostra foram pesados em
uma capsula de platina e analisados sob atmosfera de nitrogénio (com fluxo de 50 mL/min) a
uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min, no intervalo de 20 a 500 °C. Os ensaios de DSC
preparados de forma similar, com aproximadamente 3 mg de cada amostra pesados em céapsulas
de aluminio e analisadas em rampa aquecimento de 10 °C/min, no intervalo de 20 a 500 °C,
sob atmosfera de nitrogénio (com fluxo de 50 mL/min).

Os dados de ambos equipamentos foram obtidos e analisados pelo software TA-60,
versao 2.21 (Shimadzu, Japao) sendo que, para as imagens da TGA, foram utilizados os dados

de sua primeira derivada.
4.2.4. Delineamento e Preparo das Formulagoes

As formulagdes preparadas apenas com trés componentes: o farmaco (sulfato de
paromomicina), o polimero (Poloxamer P407) e agua.

Ao longo do processo de delineamento, diferentes arranjos entre os componentes da
formulacao foram testados, visando a obten¢do de uma preparacao estavel e que se apresentasse
fluida quando sob refrigeracdo e gelificada quando em temperaturas acima da temperatura
ambiente (preferencialmente, proximas as da superficie da pele — cerca de 32 °C). As duas
principais abordagens utilizadas para a determinagdo da concentragdo de cada componente da
formulagdo, foram a fixagdo de teores especificos de farmaco, com variagdes nas concentragdes
de polimero e a fixacdo de concentragdes de polimero, com variagdes nas concentragdes de
farmaco. A 4gua tinha a fun¢do de diluente nas formulagdes, portanto, sua concentragdo variou

em func¢do das concentracdes de farmaco + polimero, para completar os 100% de peso final do
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preparo. As Tabelas 2 e 3 apresentam as duas abordagens de delineamento das formulagdes,

bem como os cddigos designadores de cada piloto.

Tabela 2: Modelo de delinecamento das formula¢des com concentra¢des fixas do farmaco e variagdes crescentes
do polimero até a razao de 1:1 (polimero:agua, p/p).

Coédigo PAR (%) P407 (%) Agua (%) Codigo PAR (%) P407 (%) Agua (%)
FA-01 0,0 97,5 FB-01 0,0 95,0
FA-02 5,0 92,5 FB-02 5,0 90,0
FA-03 10,0 87,5 FB-03 10,0 85,0
FA-04 15,0 82,5 FB-04 15,0 80,0
FA-05 20,0 77,5 FB-05 20,0 75,0
FA-06 2,5 25,0 72,5 FB-06 5,0 25,0 70,0
FA-07 30,0 67,5 FB-07 30,0 65,0
FA-08 35,0 62,5 FB-08 35,0 60,0
FA-09 40,0 57,5 FB-09 40,0 55,0
FA-10 45,0 52,5 FB-10 45,0 50,0
FA-11 48,75 48,75 FB-11 47,5 47,5

P407: Poloxamer 407
PAR: Paromomicina

Tabela 3: Modelo de delineamento das formulagdes com concentragdes fixas do polimero (P407) e concentragdes
crescentes do firmaco (paromomicina), variando de 0,0% a 2,0%.

Cédigo PAR P407 (%) Agua (%)
FC-01 0,0 82,0
FC-02 0,1 81,9
FC-03 0,5 180 81,5
FC-04 1,0 81,0
FC-05 1,5 80,5
FC-06 2,0 80,0
FC-07 0,0 85,0
FC-08 0,1 84,9
FC-09 0,5 150 84,5
FC-10 1,0 84,0
FC-11 1,5 83,5
FC-12 2,0 83,0

P407: Poloxamer 407
PAR: Paromomicina
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4.2.4.1. Preparo dos Géis

A dispersdo do polimero para a formacao dos géis foi testada de duas formas: dispersao

passiva e ativa, conforme pode ser verificado na ilustracdo da Figura 4, a seguir.

@ Poloxamer P407

\ [l
Agua VAN Solugdo de ::‘
: PECT 35N N ||© REFRIGERACAO |E> =l =
A - e OVERNIGHT =
: E T At — i -
w W Géis de poloxamer P407
com e sem Paromomicina

Poloxamer P407

Agua A Solugdo de
ultrapurificada < = Paremomicina

,J"

- «"f == ¥
/ w V Géis \;e poloxamer P407
—_— com e sem Paromomicina

/ w \

SR ——
Figura 4: Diferentes técnicas para o preparo dos géis contendo a formulagdo e seus respectivos placebos. (A):
processo de dispersdo passiva, com o polimero sendo disposto sobre a solugio e levado a refrigeracdo quando, por

meio da gravidade e interagdes fisico-quimicas sera solubilizado e (B): processo com dispersdo ativa, por meio de
agitacdo magnética e posterior solubilizacdo sob refrigeragdo, overnight. Autoria propria.

REFRIGERAGAO
OVERNIGHT

Nao foi verificada influéncia entre o modo de preparo e o resultado do gel, portanto,

padronizou-se utilizar a dispersdo passiva, por envolver menos etapas e ser mais simples.

4.2.5. Caracterizacio da Formulacao

4.2.5.1. Verificagdo do Comportamento Reologico

Por se tratar de formulagdes semissolidas, mais especificamente géis, com capacidade
de transi¢cdo sol-gel em func¢do da temperatura, a verificagdo do comportamento do
comportamento das formulagdes fez-se necessaria.

Para tal, foi utilizado um redmetro do tipo cone e placa, Discovery HR-2 (TA

Instruments, Delaware, EUA), acoplado a um cone de 50 mm de didmetro e angulo de 1 grau.
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Quantidade suficiente de amostra foi colocada sobre a placa de Peltier do equipamento,
de modo a cobrir toda superficie da placa. A altura do cone foi ajustada e o excesso de
formulagdo, cuidadosamente removido. As analises foram feitas com o auxilio do sofitware TA
TRIOS. Foram avaliados trés pardmetros principais: a regido viscoelastica linear, a viscosidade

aparente, e a temperatura de transi¢ao sol-gel (ponto de gelificagdo).
4.2.5.2. Avaliagao do pH e Condutividade

O pH das preparagdes foi verificado utilizando um pHmetro Digimed DM-22 (Sao
Paulo, Brasil). As aferi¢des foram feitas em triplicata logo apds o término do preparo das
formulagdes.

A condutividade das formulagdes foi aferida utilizando um condutivimetro GEHAKA,
GC 1800 (Sao Paulo, Brasil). Assim como para o pH, a condutividade foi aferida em triplicata

apos a finalizagao do preparo dos géis.
4.2.6. Estabilidade dos Géis

ApOs a obtengdo dos géis, estes foram avaliados quanto as suas caracteristicas fisico-
quimicas (pH, condutividade), aspecto visual geral (cor, transparéncia e homogeneidade) e
concentracao do farmaco na formulacao: diluicao do gel em solugdo diluente das curvas de
calibracao e analise por LC-MS, comparando a concentragao nominal (tedrica) e a experimental
(resposta em % da concentragdo nominal). Além disso, também foi realizado teste de separacao
de fases por centrifugacao a 4000 rpm/10 min (KASVI K14-4000; Parana, Brasil).

A estabilidade das formulagdes foi avaliada ao longo de seis meses, de modo a tragar

um perfil inicial destes géis, quando armazenados sob refrigeracao.
4.2.7. Perfil de Liberacao in vitro da Paromomicina

Os ensaios de liberagao t€ém como premissa a avaliagao da capacidade da formulagao de
liberar o farmaco contido em si, para o meio. Para que isso ocorra, o firmaco deve ser capaz de
difundir-se através de uma membrana de didlise Fisherbrand® Regenerated Cellulose Dialysis
Tubing (Fisher Scientific, Pensilvania, EUA), que faz a interface entre os compartimentos
doador e receptor da célula de difusao.

Para estes ensaios, foram testadas as formulagdes que demonstraram estabilidade apds
preparo, bem como o farmaco em solugdo. Os testes foram realizados em uma célula de difusao

do tipo Franz, modificada. Em seu compartimento doador, foram adicionados 500 pL da
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formulagdo a ser testada. No compartimento receptor, foram adicionados 15 mL de tampao
HEPES 25 mM isotonizado (pH 7,4 = 0,1).

Como citado anteriormente, a interface entre os dois compartimentos da célula foi feita
por meio de uma membrana de acetato de celulose. Esta foi previamente fervida e lavada em
agua ultrapura em trés ciclos consecutivos, para sua hidratacdo e remogdo de possiveis
impurezas do processo de fabricagao.

Apo6s montagem da célula e adicao das solugdes doadora e receptora, as células foram
dispostas em uma placa de agitacdo magnética com banho termostatico a 32 °C = 2 °C e, com
o auxilio de barras magnéticas no interior dos compartimentos inferiores das células, as
solugdes receptoras ficaram sob agitacdo constante de aproximadamente 700 rpm, durante o
periodo dos experimentos.

O ensaio de perfil de liberagdo foi realizado ao longo de seis horas, com coletas nos
tempos de 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos. Imediatamente apds cada coleta, volume
equivalente ao das aliquotas coletadas era reposto com tampao HEPES fresco, de modo a
manterem-se os gradientes de concentragdo e fluxo ao longo do tempo. As amostras aliquotadas
foram filtradas, diluidas em solucao diluente (H2O:ACN, 70:30 + AF 0,1%) e, posteriormente,

analisadas por LC-MS. Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata.
4.2.8. Ensaios in vitro de Permeaciio Cutinea em Pele Integra

Assim como nos ensaios de perfil de liberagdo, para os ensaios de permeacao cutanea
da PAR foram utilizadas as formulagdes que se mostraram estaveis e dentro dos parametros de
selecdo delimitados, bem como solu¢des de paromomicina em diferentes concentragdes. A
montagem das células de difusdo para os ensaios de permeacdo se deu da mesma forma que
para os ensaios de liberacao (item 4.2.6.), diferindo-se quanto a interface doador/receptor que,
nos testes de permeacao, envolveram o uso de pele extraida de orelha porcina, ao invés de uma
membrana celuldsica. Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata (seis replicatas para

cada formulagao).
4.2.8.1. Preparo das Peles de Orelha Porcina

Inicialmente, as orelhas foram lavadas com agua corrente em abundéncia, para remover
sujidades. Em seguida, foram delicadamente enxutas e fixadas em um suporte para facilitar seu

manuseio (Figura 5).
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Figura 5: Processo de excisdo da pele em orelha porcina para ensaios de permeagdo cutanea in vitro. Fonte:
DAMASCENO, 2018

A pele da face externa da orelha foi, entdo, cuidadosamente excisada do restante da
orelha, com o auxilio de bisturi. A hipoderme e resquicios de tecido adiposo foram removidos
com o auxilio de tesoura cirtrgica e discos de pele de 32 mm de diametro foram recortados com
o auxilio de uma lamina circular e prensa hidraulica (Figura 6). Os discos foram envoltos
individualmente em Parafilm®, ou filme plastico e armazenados em congelador (< -4 °C),
podendo ser utilizados em até trés meses. Previamente seu uso, os discos eram dispostos sobre
papel absorvente embebido em solugdo salina 0,9% por 15 minutos para ambientacdo e

reidratacao.

Figura 6: Discos de pele de orelha porcina recordados para ensaios de permeagdo cutanea in vitro. (A) Disco
recortado logo apds limpeza/preparo da pele; (B) Discos recém retirados do congelamento, ainda embalados.
Fonte: registros do autor.

4.2.8.2. Ensaios de Permeacao Passiva
Para os ensaios in vitro de permeacao passiva de PAR, 15 mL de 500 pL da formulacao

(ou solucdo) a ser avaliada foram acrescentados em cada compartimento doador da célula de

difusdo, sobre a face de pele exposta a area difusional, tomando cuidado para recobrir toda a
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pele exposta da forma mais homogénea possivel. Os ensaios foram conduzidos em placa de
agitacdo (a 700 rpm) magnética com banho termostatico a 32 °C £+ 2 °C. Os experimentos foram
conduzidos por 6 horas sendo que, do compartimento receptor, foi retirada apenas uma amostra,
apos 360 min. Ao final do experimento, as células foram desmontadas, os discos de pele foram
limpos com agua ultrapura e delicada remocgao dos residuos com algoddo embebido em agua
ultrapura. Apos este procedimento, com o auxilio de uma faca circular de 16 mm de diametro
e prensa hidraulica, a 4rea difusional da pele (regido exposta ao compartimento doador durante
o experimento) foi recortada. Os novos discos (Figura 7), foram, entdo, individualmente
picotados e colocados em um frasco contendo solugdo extratora (H>O:ACN, 70:30 + AF 0,1%),

para a extragdo do farmaco retido na pele.

Figura 7: Recorte da area difusional apds os experimentos de permeacdo. Apds seu recorte, os discos internos sdo
picotados para facilitar a extracdo do farmaco retido. Fonte: registros do autor.

A extracdo foi feita sob agitacao magnética (300 rpm) por um periodo de 12 horas. Em

seguida, as amostras foram filtradas e analisadas por LC-MS.
4.2.8.2.1. Estudo de Biodistribui¢do da PAR pele

Ao término do experimento de permeacao, um segundo protocolo de preparo e extracao
da pele foi utilizado. Este protocolo permitiu a quantificagdo do farmaco em diferentes
profundidades da pele possibilitando avaliar a capacidade de penetracdo do farmaco ao longo
dos estratos cutaneos.

Ao final da permeacdo, limpeza e recorte da area difusional das peles, um novo disco
concéntrico, com didmetro de 8 mm foi recortado, dentro da area difusional, utilizando o mesmo
aparato de lamina circular e prensa. Este disco menor foi, entdo, congelado em isopentano
resfriado ao ponto de congelamento (-160 °C) por nitrogénio liquido. Para isso, o disco de pele
foi fixado a um disco de cortica com Tissue-Tek® O.C.T.*® (composto que permite a fixagdo de

amostras para crio-seccionamento). Um anel de pléstico foi colocado ao redor do disco de pele
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para evitar a compressdo do tecido e permitir uma superficie plana. Essa técnica permite que
toda a estrutura da pele permaneca integra®. Os discos foram, entdio, cortados em um criostato
CryoStar® NX70 (Thermo Scientific, Reinach, Sui¢a), em 10 l14minas de pele de 40 um cada.
Cada lamina foi acondicionada em seu respectivo eppendorf para posterior extracao do farmaco

conforme método de extragdo descrito no item anterior.
4.2.9. Ensaios in vitro de Permeacio Cutanea em Modelo de Pele Lesionada

Uma vez que numa situagdo real de tratamento, as formulagdes serdo aplicadas sobre
peles lesionadas, sem o estrato corneo presente, avaliar as possiveis alteracdes nos padroes de
penetracao/permeacdo pode ser interessante para auxiliar na suposicdo do possivel
comportamento das formulagdes in vivo.

Assim, um modelo simples de pele lesionada, utilizando a técnica de tape stripping, foi
utilizado. Esta técnica é bastante difundida como forma de remocao das camadas de estrato
corneo, para posterior quantificagdo de um farmaco, ou outras analises. Porém, neste caso, o
procedimento foi feito antes do ensaio de permeacdo, de modo a remover o estrato cérneo —
camada usualmente ausente em lesoes cutaneas oriundas da leishmaniose, como as lesoes
ulceradas, por exemplo.

ApoOs o preparo inicial da pele conforme o item 4.2.7.1, os discos de pele foram
colocados sobre uma placa acrilica, entremeados por um papel de filtro embebido com tampao
HEPES pH 7,4, de modo a evitar o ressecamento cutaneo precoce ao longo do processamento.
Fixando os discos a placa, foi colocado um molde de fita adesiva, previamente recortada com
um circulo de 24 mm de diametro, delimitando a area do disco a ter o estrato corneo removido.

Posteriormente a fixacao dos discos e delimitagcdo de suas areas a serem lesionadas, dez
pedacos de fita Scotch n° 845 Book Tape (3M, EUA) aderidos e retirados com movimentos
unicos e alternancia de direcdo, um apos o outro. Em sequéncia, uma gota de cianoacrilato da
marca Super Bonder (Loctite, Sdo Paulo, Brasil) foi aplicada sobre a pele. Sobre a gota, um
novo pedaco de fita adesiva foi colocado, levemente pressionado e removido em um movimento
unico e rapido (apds a total polimerizagdo do cianoacrilato). Este ultimo procedimento foi
realizado com duas fitas.

Ap0s o procedimento de remogao do estrato corneo, os discos de pele foram gentilmente
limpos com agua ultrapurificada e algodao, para a remocao de quaisquer vestigios de cola e,

entdo, desafixados e colocados nas células de difusdo para a realizacdo dos ensaios de
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permeagdo, conforme protocolo apresentado no item 4.2.7.2. Para cada formulagdo testada,

foram avaliadas seis replicatas.
4.2.10. Ensaios de Iontoforese

4.2.10.1. Preparo dos Eletrodos

Para os ensaios de iontoforese foi utilizado um sistema de eletrodos prata/cloreto de
prata (Ag/AgCl), preparado no proprio laboratdrio.

Os catodos — eletrodos negativos — sdo preparados a partir do deposito de AgCl em um
fio de prata. Para isso, AgCl ¢ fundido em cadinho de porcelana, com auxilio de um bico de
Bunsen. Apds a fusdo, algas moldadas no fio de prata sdo mergulhadas no sal fundido (de duas

a trés vezes) até serem completamente recobertas por AgCl, conforme ilustragdo da Figura 8.

Fio de prata 1

~
~

Imersdo da alca em
AgCl fundido (2-3x)

_-Depésito de AgCl

L

Figura 8: Esquema de preparo do eletrodo negativo (catodo) de cloreto de prata (AgCl). 1: fio de prata com alga
moldada na ponta; 2: imersdo da al¢a em AgCl fundido; 3: alguns segundos apos a retirada da alga de prata do
AgCl, o sal resfria e se solidifica, formando o eletrodo de AgCl. Fonte: ilustragio adaptada de SA%.

J& o preparo dos anodos de prata — eletrodos positivos — ¢ feito por meio de uma reacao
de oxirredugdo, catalisada por corrente elétrica, onde o eletrodo de AgCl ¢ ligado ao terminal
negativo de uma fonte geradora de corrente e mergulhado em um recipiente contendo solugao

salina saturada e um fio de platina (ligado ao terminal positivo da mesma fonte), formando um
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circuito (Figura 9). A fonte, entdo, ¢ ligada e ¢ aplicada uma corrente de 0,5 mA por 24 horas.
Essa corrente, em meio salino, permite o transporte de elétrons e redugdo do cloreto de prata

em prata metalica, formando o eletrodo de prata.

Fonte

o o

+

Eletrodo de Ag

-

Eletrodo de AgCl
Fio de platina ------ -

Solugdo salina -~~~

Figura 9: Processo de redugdo do eletrodo de cloreto de prata (AgCl, negativo) para a obtengdo do eletrodo de
prata (Ag, positivo). Fonte: ilustragio adaptada de SA**.

4.2.10.2. Ensaios de Permeacgao Ativa (Iontoforética)

Os ensaios de permeagdo ativa, utilizando iontoforese, foram realizados seguindo os
mesmos moldes dos ensaios de permeacao passiva, quanto ao preparo das peles, montagem das
c€lulas e processamento das peles apos o ensaio, para posterior extragao do farmaco e analise

quali/quantitativa.
4.2.10.2.1. Esquema para Ensaios em Célula de Difusdo

Para os ensaios de permeacao em células de difusdo (do tipo Franz, modificadas), as
células foram ligadas em série, com os dnodos (eletrodo de Ag) alocados nos compartimentos

doadores e os catodos nos compartimentos receptores, conforme a Figura 10, a seguir.

Figura 10: Esquema ilustrativo da aplicagdo de iontoforese em experimentos com cé¢lulas de difusdo. As células
sdo0 conectadas em série — com anodos em vermelho e catodos em preto — formando um circuito, em que os dnodos
sdo alocados no compartimento doador e os catodos, no receptor. Suportes sdo utilizados para que os eletrodos
fiquem suspensos nas solugdes, sem qualquer contato direto com peles ou membranas. Fonte: registros do autor.
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Ap6s a conexao de todos os eletrodos, a fonte ¢ ligada e a amperagem ¢ ajustada para o

valor requerido pelo ensaio — usualmente, entre 0,1 ¢ 0,5 mA/cm?, a depender do teste.
4.2.10.3. Esquema para Ensaios em Placa de Cultura

A aplicagdo da iontoforese em placas de cultura necessita de adaptagdes metodologicas
para evitar contaminagdo e assegurar que a presenca do sistema ndo venha a interferir na
atividade biologica do organismo, ou célula que esta sendo cultivada.

Para isso, ao invés de utilizar os eletrodos diretamente dentro dos pogos de cultivo,
foram preparadas “pontes salinas”, para viabilizar a passagem de corrente pelos pogos do modo
mais inerte possivel. As ditas “pontes salinas” sao pequenos cilindros flexiveis de gel de agarose
a 3% em solugdo salina a 0,9%.

Apesar de ndo serem reutilizaveis como os eletrodos de Ag/AgCl, seu custo de produgao
¢ muito baixo e seu preparo bastante simples, o que viabiliza a produgdo de uma grande
quantidade de pontes e, por sua vez, ensaios com varias placas, simultaneamente — o que nao
seria financeiramente viavel com os eletrodos convencionais, em funcdo do custo da matéria
prima.

A preparacao das pontes € feita em poucas etapas e o maior cuidado que se deve ter ¢
com relagdo ao risco de contaminacao, ja que o gel ¢ um potencial meio de cultura e que a ele
nao ¢ adicionado qualquer tipo de conservante, uma vez que as pontes devem ser o mais inertes
possivel e estes compostos poderiam ser liberados da ponte durante os experimentos,
interferindo nos resultados. Portanto, todas as solucdes, utensilios e frascos utilizados devem
estar esterilizados e todos os procedimentos que envolverem a exposi¢ao das solugdes ou do
gel ao ambiente, devem ser realizados dentro de uma capela de fluxo laminar, para reduzir os
riscos de contaminacao.

Primeiramente, em recipiente adequado, a agarose ¢ dispersa em soluc¢do salina 0,9%.
Em seguida, a mistura ¢ esterilizada em autoclave. Apds ser retirada da autoclave e ainda
quente, o gel fluido ¢ sugado com o auxilio de uma seringa para o interior de uma canula de
silicone de 3 mm de didmetro e aproximadamente 100 cm de comprimento. As pontas da canula
sdo, entdo, vedadas com Parafilm® e esta é levada a refrigeragio por, no minimo, 12 horas.

Previamente ao inicio do experimento em placa, as canulas sdo retiradas da refrigeracdo
e dobradas em intervalos de 3 a4 cm, de modo a delimitar o tamanho das pontes a serem criadas.
Com uma seringa, solucdo salina 0,9% ¢, entdo, injetada na canula, extrusando as pontes salinas

para o interior de um frasco contendo solugao salina estéril suficiente para recobri-las e manté-
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las hidratadas. Este procedimento deve ser realizado dentro de uma capela de fluxo laminar

para evitar contaminacao das pontes, que deverdo ser utilizadas logo em seguida.(Figura 11).

Figura 11: Ponte salina, composta por agarose 3% em solucdo salina 0,9%. Fonte: registro do autor.

Na placa de cultura, as pontes salinas sao cuidadosamente colocadas conectando um
poco, ao seu vizinho seguinte, formando um circuito em série (como apresentado na Figura 12).
E necessario o cuidado de se evitar o contato de umas com as outras, uma vez que isso pode
desviar a corrente, que ndo mais passaria pelo pogo e, sim, pelo caminho mais curto, o ponto
de contato entre as pontes. A primeira e ultima ponta do circuito ficam de fora da placa, em um
recipiente contendo solucdo salina e o eletrodo correspondente, ligado a fonte.

Nenhuma alteragdo nos protocolos de preparo das células foi necessaria para os ensaios

com aplicagao de iontoforese, a nao ser o escalonamento das culturas para placas de 24 pogos

— ja explicado nos topicos relativos aos protocolos de analise microbiologica.

Figura 12: Esquema ilustrativo da iontoforese aplicada em placa de cultura, utilizando pontes salinas feitas de gel
de agarose 3% em solugdo salina para carrear a corrente. Diferentes disposi¢oes das pontes podem ser utilizadas
para a realizagdo do experimento. Fontes: registros do autor.
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4.2.10.4. Testes de Resisténcia a Aplicagdo de Corrente

Um ponto importante a ser verificado, antes mesmo de se avancarem 0s experimentos
envolvendo iontoforese, ¢ avaliar se a simples passagem de corrente, no tempo e intensidade
planejados para tais experimentos poderia, de alguma maneira, interferir nos ensaios — seja por
degradacao do farmaco, mudanga no comportamento/morte das células e micro-organismos que
entrardo em contato com a técnica, dentre outros possiveis acontecimentos.

Para isso, o farmaco em solucao e os macréfagos foram expostos a corrente pelo mesmo
tempo dos experimentos, mas recebendo o dobro da corrente maxima utilizada em ensaios
convencionais, de modo a simular um estresse superior ao que ocorreria em uma situagao
comum de experimento de iontoforese. A Figura 13 apresenta o teste sendo realizado e solucdes

de paromomicina a 1,0%.

o G
‘ G BIT.A813a

oc ,
&,5 1,3@16m0

Figura 13: Esquema para teste de resisténcia a corrente por solugdo de paromomicina 1% a 1,0 mA por 6 horas.
Ensaio realizado no laboratorio de Genebra. Fonte: Registros do autor.

Apods a aplicagdo da corrente, a solugdo de paromomicina foi filtrada, diluida e
quantificada por LC-MS e as concentragdes encontradas foram comparadas com as
concentragdes quantificadas previamente ao inicio do teste. A viabilidade dos macréfagos apos
a aplicacdo da corrente foi verificada de acordo com o protocolo apresentado na se¢do 4.2.10 e
os dados foram comparados com a viabilidade dos controles — que nao receberam aplicag¢do de

corrente.
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4.2.11. Ensaios Microbiologicos
4.2.11.1. Determinacao de Citotoxicidade em Macrofagos
4.2.11.1.1. Cultura dos Macrofagos

As células de J774A.1 (Sigma®), linhagem imortalizada de células murinas, foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose; Sigma®),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco®), gentamicina 25 mg/L e MEM 1%
(Minimum Essential Medium Eagle - Non-essential Amino Acid Solution 100x; Sigma®). O

pH do meio foi ajustado para 7,2 e a cultura foi mantida a 37 °C e 5% de CO..
4.2.11.1.2. Ensaio de Citotoxicidade

Inicialmente, a viabilidade dos macrofagos foi avaliada por meio de contagem em
camara de contagem Fuchs-Rosenthal, com solucdo de Azul de Tripan 0,2%. Apds a contagem,
as células foram aderidas em placa de 96 pogos na concentragio de 8 x 10* células por pogo e

mantidas por 24 horas a 37 °C e 5% CO..
4.2.11.2. Iontoforese em Estudos Microbiologicos: Estudo de Resisténcia a Corrente

Para o ensaio de resisténcia a corrente, foi aplicada uma tensao maior que a tensao de
trabalho proposta e por um tempo superior. Neste caso, foram aplicados 2,0 mA/cm?, por 40
minutos. Essa corrente ¢ 4 vezes mais intensa que a corrente de trabalho usual, de 0,5 mA/cm?

A aplicagao da iontoforese foi a Unica etapa a mais adicionada aos protocolos de
realizacdo dos ensaios microbioldgicos. Apds o plaqueamento das células, as pontes salinas
foram cuidadosamente dispostas na placa, de modo a gerar o minimo de perturbag@o no meio e
com atengdo para que uma ponte nao mantivesse contado com outra(s), conforme técnica

apresentada no item 4.2.9.3.
4.3. ANALISE DOS DADOS

Os dados quantitativos abordados neste trabalho estdo apresentados como média +
desvio padrdo das replicatas e foram trabalhados em dois softwares: GraphPad Prism® 8
(GraphPad Softare, Inc) e OriginPro® 2020 (OriginLab Corporation) — este tltimo utilizado

apenas para a confec¢do dos graficos dos ensaios de andlise térmica. As diferengas
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significativas entre os conjuntos de dados foram verificadas por andlise de variancia, com

correcdo pelo teste de Tukey, para multiplas comparagdes.
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5. RESULTADOS & DISCUSSAO
5.1. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A correta quantificagdo do farmaco, nas diferentes matrizes em que ele possa ser
encontrado ao longo do estudo de desenvolvimento de novas formulagdes, ¢ um fator
imprescindivel para o sucesso do trabalho. Desta forma, fez-se necessario o desenvolvimento
de um método analitico capaz de quantificar adequadamente a paromomicina em matrizes de
pele de orelha de porco, em solugdes aquosas do farmaco, em diluigdes das formulagdes e em
tampado (utilizado nos experimentos de permeacgdo e liberacdo), sem sofrer influéncia dos
interferentes presentes nas amostras.

Como comentado anteriormente, aminoglicosideos como a paromomicina nao
costumam ser bem detectados por detectores de UV-Visivel ou Fluorescéncia, nem tampouco
eluem bem em colunas cromatograficas de fase reversa (técnicas e aparatos mais comuns para
este tipo de analise) em fungio de suas estruturas *’ e, inclusive a farmacopeia americana (USP,
do inglés, United States Pharmacopeia) ainda recomenda um método microbioldgico para a
quantifica¢do da paromomicina®, algo extremamente laborioso e invidvel quando se pensa no
volume de amostras que precisam ser analisadas em alguns experimentos — que podem chegar
a centenas em estudos de liberagdo, por exemplo.

Mesmo técnicas como a LC-MS, por vezes possuem limitacdes no que tange a
quantificacdo direta destes compostos, o que faz com que tratamentos adicionais nas amostras,
como derivatizagdes e etapas de extracdo do farmaco em fase solida, sejam utilizados para
permitir as andlises por estes equipamentos®®>~7. Novamente, a falta de simplicidade no
processo analitico para a quantificagdo do farmaco nas amostras pode acarretar na inviabilidade
da execugdo de alguns experimentos’®.

Assim, procurou-se encontrar uma metodologia de andlise capaz de quantificar as
amostras com a necessaria precisao e exatidao, mas demandando o minimo de tempo ¢ etapas
possivel entre a obtencdo de uma amostra e sua referida analise.

O primeiro método de andlise da paromomicina desenvolvido para este trabalho foi

87.88 ¢ testado no equipamento do laboratério

baseado nos trabalhos de Mokh e colaboradores
brasileiro (LC-MS-BR). Na ocasido, a primeira coluna cromatografica testada ja apresentou
resultados satisfatorios com a fase moével utilizada (H.O:ACN, 70:30 + 0,1% de AF),

demandando apenas o posterior refinamento do método.
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Infelizmente, em funcdo de alguns fatores, em especial a configuracdo do equipamento
do laboratério sui¢o (LC-MS-SZ) e a indisponibilidade de uma coluna cromatografica igual ou
similar a usada no método inicial, foi necessario o desenvolvimento de um novo método para
as analises a serem realizadas no dado laboratorio.

O LC-MS-SZ contava com um programa que testava e, automaticamente, selecionava
as melhores condi¢gdes deteccdo do composto de interesse. Neste caso, cabia ao analisador
“apenas” encontrar as melhores condi¢des cromatograficas para o método: fluxo e composig¢ao
da fase movel, fase estacionaria (coluna cromatografica), tempo de anélise e volume de inje¢ao
de amostra. Dentre estes parametros, a interagdo entre as fases movel e estacionaria pode ser
destacada como o fator determinante para a correta eluicdo do farmaco até o analisador de
massa, onde este sera detectado. Na Figura 14, estdo representadas as combinagdes entre as

fases e moveis e estacionarias testadas a fim de se chegar a uma combinagao ideal.

H,0+ _ ACN+

Coluna Cromatografica 0,1%AF ° 0,1% AF

X ACQUITY UPLC BEH HILIC - 1,7 pm, 2,1 x 100 mm 70 : 30
X ACQUITY UPLC BEH Amide - 1,7 um, 2,1 x 100 mm 75 : 25
X Xbridge UPLC BEH C18 - 2,5 um, 2,1 x 50 mm 80 : 20
X ACQUITY UPLC BEH300 C4 - 1,7 um, 2,1 x 50 mm 85 : 15
/50 : 50

) 60 : 40

X Zorbax Eclipse XDB C8 - 5 um, 4,6 x 150 mm 70 : 30
X Kromasil 100 C18 - 5 um, 4,0 x 125 mm ! 75 : 25
LiChrospher 100 RP 18 - 5 um, 4,0 x 125 mm ‘< 80 : 20
85 : 15

S0 : 10

\_ 95 : 05

Figura 14: Combinagdes entre fase movel testadas no desenvolvimento do método de quantificagio da
paromomicina por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa para analises feitas no laboratorio
suico. A combinagdo destacada foi a tinica que apresentou boas condi¢des de reprodutibilidade e seguiu para as
demais etapas de validagdo. Fonte: autoria propria.

Para o LC-MS-SZ, o melhor arranjo entre fase estaciondria e fase movel foi com a
coluna de LiChrospher 100 RP 18, que compartilha algumas semelhangas com a coluna
utilizada no Brasil. A fase movel, porém, precisou ter uma maior concentracao de agua.

A Figura 15 apresenta picos do farmaco, bem como os parametros definitivos das

metodologias de ambos os equipamentos.
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e — e " - 3 metra LC-Ms-5Z
R Nt e e T ) fon precursor (m/z) 616,3
= Modo de ionizagdo ESI +
w i " Voltagem do cone (V) 34
Energia de colisdo (eV) 32e28
fon(s) fragmento (m/z) 324e 163
Temperatura da fonte (°C) 500
Gas de Colisdo N,
Fluxo da fase mével (mL/min) 0,35
Tempo de corrida (min) 6
Tempo de retengdo (min) 3,7
Volume de inje¢do (uL) 4
Proporcdo H,0 : ACN + AF 0,1% 70:30
LiChrospher® 100
Fase estacionaria (coluna) C18-5um,
B Y T PR TP e P 4,0 x 125 mm
T . Parimetro LC-MS-BR
— " fon precursor (m/z) 616,3
o] ¥ Modo de ionizagdo ESI +
] Voltagem do cone (V) 46
) fon(s) fragmento (m/z) 455
- Temperatura da fonte (°C) 500
ay f Gas de Colisdo N,
- ! Fluxo da fase mével (mL/min) 0,50
* Tempo de corrida (min) 5
= Tempo de retengdo (min) 21
m: [ Volume de injegdo (uL) 4
ol Proporgdo H,O : ACN + AF 0,1% 70:30
o Discovery®
_jw R - = . 3 Fase estacionaria (coluna) C18-5um,
- S T I S I S TR S " S S Y S T 4,6 x 150 mm

Figura 15: Cromatogramas ilustrativos de um pico de paromomicina no equipamento suico (acima) e brasileiro
(abaixo), com suas respectivas especificacdes para o método de analise quantitativa por espectrometria de massa.
Fonte: autoria propria.

A paromomicina possui peso molecular de 615,6 Da e a depender da intensidade de
energia aplicada na molécula, esta pode se fragmentar ainda na fonte de ions do espectrometro
e ¢ por essa razao que foi possivel realizar a quantificagdo do farmaco a partir de um ion
fragmento (455), ao invés do ion precursor, em um equipamento que possui apenas um simples
quadrupolo, como ¢ o caso do LC-MS-BR. Neste caso, a dificuldade maior foi a de encontrar
um ion que remetesse de forma seletiva a um possivel fragmento da molécula precursora e que
fosse estavel o suficiente para manter sua taxa de fragmentacao independente das concentragdes

de farmaco e matrizes analisadas.
5.1.1. Seletividade

Como comentado no item 4.2.2.1, a seletividade de métodos analiticos baseados em LC-
MS pode ser verificada pelo proprio carater intrinseco da técnica, que apresenta como resultado
das andlises apenas os ions selecionados (quando fora do modo de anélise em varredura) e
suprime quaisquer outros sinais das outras espécies presentes’”. Apesar da possibilidade de duas
moléculas com o mesmo peso molecular coexistirem, os padrdoes de fragmentacdo e,

consequentemente, os fragmentos oriundos de tais moléculas, dificilmente terdo mesma razao
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massa/carga (m/z)°* %, Além disso, antes da chegada do firmaco ao detector de massa, a
amostra necessita correr pela fase estacionaria do sistema de cromatografia liquida que ¢, por
definicdo, uma técnica de separagdo de substancias, o que reduz ainda mais a possibilidade de
elui¢do simultinea de compostos presentes na amostra®®%,

Estes fatores conferem alto grau de seletividade a técnica®, ao ponto em que a detecgio
do ion precursor e de seu respectivo fragmento em uma mesma amostra, sem deslocamento
significativo dos picos em presenca de diferentes matrizes (extrato de pele, tampdo, etc.)!"!

pode ser considerada prova suficiente para afirmar a presenca do composto de interesse, na

dada amostra.
5.1.2. Linearidade e Curva Analitica

A linearidade ¢ um importante ponto a ser avaliado em metodologias de quantificagdo,
uma vez que indica a capacidade do método em correlacionar de modo diretamente
proporcional os valores obtidos pelas andlises, com as concentracdes das amostras (em uma
dada faixa de concentragao).

De modo a se comprovar a linearidade do método proposto, foram preparadas curvas
analiticas de paromomicina contemplando as concentragdes de trabalho (0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
2,0 e 4,0 pg/mL) para ambos os equipamentos utilizados. As curvas foram preparadas em
solucdo diluente (H2O:ACN, 70:30 + 1% AF), tampao HEPES e, também, em filtrado de pele
extraido com solugdo diluente. Deste modo, foi possivel avaliar o comportamento das curvas
nos diferentes diluentes em que as amostras poderiam ser obtidas.

A Figura 16 apresenta as triplicatas das curvas analiticas, em seus diferentes diluentes

possiveis, realizadas nos equipamentos dos dois laboratoérios.
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LC-MS-BR LC-MS-SZ
Diluente Diluente
s o 400 . s g 800 e
& 8300 2 = 600
S < 200 . 2 400 »
3 100 g y =88607x- 6890.6 g 200 ° y=19102x-1473,8
< 0 s @ ° R? = 0.9989 < 0 amua® R? =0,9992
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Concentracdo (pg/mL) Concentragdo (pg/mL)
Tamp&o HEPES Tampdo HEPES
o g 400 . o g 800 ®
2 8300 S S 600
— >
€ %200 o S 400 .
§ 100 ps y =89210x- 8352,5 g 200 ° y = 18638x- 1098,6
<< 0 e 8 . R? =0,9992 =4 0 o © ° R? = 0,9996
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Concentragéo (pg/mL) Concentragao (pg/mL)
Extrato de Pele Extrato de Pele
400 800
9 8 L 9 8 °
2 8300 2 2600
- S
| > 200 o 8 400 °
8 100 . y =92493x- 11076 3 200 ° y = 18218x- 364,66
< 0 s & ° R? =0.99921 < 0 oo ° R? =0,9962
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Concentragao (pg/mL) Concentragao (pg/mL)

Figura 16: Triplicatas das curvas analiticas da paromomicina em solugdo diluente, tampdo e extrato de pele
diluidos nas concentragdes de 0,25 a 4 pg/mL de farmaco. A esquerda, resultados das curvas no laboratdrio
brasileiro e a direita, as do suico.

Com base nos graficos apresentados, ¢ possivel afirmar que os métodos utilizados se
apresentaram lineares ao longo de toda a curva analitica, conforme preconizado pela ANVISA®

e recomendado pelo ICH'.
5.1.3. Limites de Deteccdo e Quantificacao

O conhecimento dos limites de detec¢do (LD) ¢ quantificacdo (LQ) do farmaco pela
metodologia analitica aplicada sdo essenciais para que se tenha a seguranca de que as amostras
analisadas estardo em faixas de concentragdo detectaveis e devidamente quantificaveis pelo
equipamento, evitando conclusdes erroneas sobre as concentragcdes de farmaco presentes na
amostra avaliada.

As concentragdes teoricas do LD e do LQ foram calculadas com base nas curvas

analiticas preparadas e estdo apresentadas na Tabela 4, a seguir.
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Tabela 4: Limites de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ) da paromomicina dos trés diferentes solventes utilizados
nas analises: solugdo diluente de H20O:Acetonitrila (70:30 + 0,1% AF), tampao HEPES e extrato de pele diluido.
Limites apresentados para os dois equipamentos utilizados.

Diluente Tampao Pele

D (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LC-MS-BR 0.066 0,060 0,068
LC-MS-SZ 0.065 0,055 0,065
Diluente Tampao Pele

L (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Q LC-MS-BR 0.200 0,189 0,212
LC-MS-S7 0.196 0,173 0,201

Os valores encontrados para ambos 0s equipamentos, na ordem de algumas dezenas a
poucas centenas de ng/mL sdo reflexo da alta sensibilidade do método analitico na deteccao e
quantificagdo de substancias em muito baixas concentracdes — algo determinante para ensaios
como os de biodistribui¢ao. Além disso, a similaridade entre resultados dos dois equipamentos
demonstra a boa adequabilidade dos métodos, o que permite fazer comparagdes entre as analises

feitas aqui (Brasil) e 14 (Suica) com segurancga analitica.
5.1.4. Precisdo e Exatidao

Os ensaios de precisao e exatidao servem para demonstrar a reprodutibilidade e a
capacidade do método analitico em retornar valores de concentracdo fidedignos as
concentracdes reais de farmaco presentes nas amostras analisadas.

A precisdo e a exatidao foram analisadas simultaneamente, utilizando os mesmos seis
pontos de concentragdo da curva analitica, o que possibilitou uma avaliagao mais completa do

que apenas os 5 pontos usualmente demandados®®!

. Cada replicata foi preparada de forma
individual, para cada dia. As Tabelas 5 e 6, a seguir, apresentam os dados de precisdo e
exatiddo, intra e intercorrida para os dois espectrometros utilizados.

Nao foram verificados pontos fora dos limites preconizados pela legislacdo vigente, que
aceita desvios de até 15%, tanto para precisdo, quanto para exatiddo, a ndo ser para o limite

inferior de quantificagdo, para o qual sdo aceitos desvios de até 20%.



Tabela 5: Dados de precisdo e exatiddo intracorrida e intercorrida no LC-MS-BR.
DP: desvio padrao (5 replicatas), CV: coeficiente de variacao.
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Tabela 6: Dados de precisdo e exatiddo intracorrida e intercorrida no LC-MS-SZ.

DP: desvio padrao (5 replicatas), CV: coeficiente de variagao.

Dia 1 (pcg(/);ci) M(é:‘gij‘l:Ll))P Precisio (CV %) Exatiddo (E %) Dia 1 (ucg?::lci) M(icgj‘r:Ll))P Precisio (CV %) Exatiddo (E %)
025  0268+00111 4.15 107.27 0.25 0.27 £ 0.0025 0.92 106.34
0.50 0.528 + 0,230 435 105.61 0.50 0.50 + 0.0023 0.46 99.03
0.75 0.74+0,0115 1.56 98.68 0.75 0.77+0.0180 235 102.01
100 0.992+0,0126 127 99.15 1.00 1.00 £ 0.0205 2.05 100.34
2.00 1.946 + 0,0464 2.39 97.28 2.00 1.95+0.0117 0.60 97.46
400 4.027+0,0988 2.45 100.66 400 4.02£0.0799 1.99 100.53

Dia 2 Dia 2
025  0.250+0.0133 5.32 99.95 0.25 0.27 + 0.0064 5.32 106.94
050  0.368=0.0117 3.18 73.69 0.50 0.49 £ 0.0066 3.18 98.64
0.75  0.694+0.0353 5.08 92.53 0.75 0.75 + 0.0244 5.08 99.71
1.00 1.096 + 0.0788 7.19 109.55 1.00 1.03 = 0.0208 7.19 103.10
200 2.179+0.0378 1.73 108.91 2.00 1.96 + 0.0467 1.73 97.88
400 391400118 0.30 97.85 400 3.96 + 0.0497 0.30 99.10

Dia 3 Dia 3
025  0.299+0.0241 8.06 119.70 0.25 0.26 + 0.0092 3.49 104.99
0.50  0.507+0.0165 3.6 101.40 0.50 0.50 + 0.0147 2.93 100.22
0.75  0.764+0.0310 4.06 101.89 0.75 0.77 +0.0273 3.56 102.30
100 0.941+0.0701 7.45 94.11 1.00 1.04 = 0.0898 8.62 104.12
2.00 1.961 +0.0431 2.20 98.04 2.00 1.98 + 0.0514 2.59 99.06
400 4.028+0.0901 224 100.69 400 4.01 +0.0508 127 100.27
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5.1.5. Recuperaciao do Farmaco

A avaliacdo da recuperagdo do fArmaco em matriz bioldgica demonstra a competéncia
da solugdo extratora em remover o fairmaco impregnado nas camadas da pele e viabilizar sua
detecgdo e quantificacdo de forma eficiente.

As analises feitas no Brasil, renderam taxas de recuperacao de 103,2%, 92,1% e 88,4%
para as concentragoes de 0,25, 1,0 e 4,0 pg/mL, respectivamente. J4 as analises no equipamento
do laboratorio suico, renderam recuperacdes de 97,5%, 90,7% e 89,9%, para as mesmas
concentracoes de 0,25, 1,0 e 4,0 ng/mL, respectivamente.

A recuperagdo acima de 100%, como no visto na recuperacao da concentragao de 0,25
pg/mL no laboratdrio brasileiro, pode ser explicada pela evaporagdao de parte do solvente
organico presente na solugdo extratora (H,O:ACN, 70:30 + 0,1% AF) ao longo do processo de
extracdo, concentrando, modificando a propor¢ao farmaco/solvente.

Todas as concentracdes recuperadas estiveram acima dos 80%, o que corrobora com os
demais ensaios de validagao em demonstrar a eficacia e eficiéncia do método analitico para a

quantificacdo da paromomicina ao longo das etapas de validagao.
5.2. ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO
5.2.1. Analises Térmicas

Estudos de analise térmica sdo uma importante ferramenta para a verificagdo das
caracteristicas de degradagdao térmica dos compostos da formulagdo ¢ se a mistura destes
compostos acelera ou retarda os processos de degradagdo, o que ¢ comumente interpretado
como uma possivel futura desestabilizagdo, ou estabilizagdo (respectivamente) dos
componentes da formulacdo, em especial, do farmaco. As Figuras 20 e 21, a seguir, apresentam
os resultados das anélises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e de termogravimetria,

respectivamente.
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Figura 17: Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) dos dois principais constituintes dos géis, a
paromomicina (PAR) e o poloxamer 407 (P 407), bem como da mistura fisica (1:1, p/p) de ambos. As faixas em
cinza destacam as regides onde ocorrem os principais eventos térmicos da PAR, que se mantiveram quando em
mistura.

Na andlise de DSC, a paromomicina apresenta trés eventos endotérmicos, sendo o
primeiro (entre 30,39 e 128,79 °C) devido a perda gradual de humidade em fun¢do de sua alta
higroscopicidade® e os dois seguintes (principais) a degradagdo por pir6lise®®!'°. Estes eventos
que ocorreram entre 230,84 e 245,9 °C, com pico em 236,61 °C; e entre 277,09 ¢ 310,34 °C,
com pico em 293,99 °C se mantiveram na amostra contendo a mistura de PAR e P 407, mas de
forma menos intensa e com deslocamentos de suas temperaturas inicias, assim como de seus
picos, para a direita. Isso indica que houve uma interacao benéfica entre o firmaco e o polimero,

levando a um retardo do inicio da decomposi¢do da paromomicina, quando em mistura''®.

PAR - 49,82%ﬁ_—_
\[\f"
P 407 - 96,92% _
\ /
b fl
\/
PAR + P 407 -26,98% -48,68%
e e e Y i N
"\‘\]ﬁf’fﬁh‘b/ /-
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Figura 18: Primeira derivada das curvas de perda de massa das analises termogravimétricas (TGA) dos dois
principais constituintes dos géis, a paromomicina (PAR) e o poloxamer 407 (P 407), bem como da mistura fisica
(1:1, p/p) de ambos. As porcentagens exibidas indicam as perdas de massa da amostra no intervalo dos principais
eventos térmicos originadores de perda de massa de cada composto (destacados em cinza).
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O dois principais eventos endotérmicos apresentados pela paromomicina, descritos na
Figura 20 (DSC), s@o os principais eventos geradores de perda de massa do composto,
correspondendo a 49,82% de perda, conforme apresentado na Figura 21 (TGA). O poloxamer
407 também apresentou o mesmo padrao, tendo em sua endoterma de degradacdo (em 393,72
°C) a maior perda de massa (96,92%). Ao analisarmos a curva da mistura entre farmaco e
polimero, feita da proporcao de 1:1 (p/p), verificam-se os valores de perda de massa de 26,98%
(na faixa das duas principais endotermas da PAR) e 48,68% na regido da endoterma do P 407.
Estes percentuais de perda encontrados na mistura representam cerca de 50% dos valores
encontrados para as curvas dos compostos isolados, indicando que nao houve antecipacao da
degradacao dos compostos, quando em uma mistura, corroborando com os achados de DSC e

indicando a provavel compatibilidade do farmaco com o polimero testado.
5.3. DELINEAMENTO DAS FORMULACOES

Apesar de utilizar apenas dois componentes, além da agua, preparar uma formulagao
estavel de paromomicina em gel de poloxamer 407 e capaz de gelificar em temperaturas
proximas a da superficie da pele (= 32 °C), ou, a0 menos, entre a temperatura ambiente padrao
(25 °C) e a da pele foi bastante desafiador.

Inicialmente, foram pensadas duas concentragdes de paromomicina (2,5 e 5,0%) para a
formulacao dos géis. Apesar de serem concentracdes menores do que as comumente verificadas
na literatura para formulagdes topicas de paromomicina®’#47-102-194 "b03 parte destes estudos
testaram as formulagdes em pacientes, ou em modelos animais sem um prévio estudo de
permeacao in vitro, que poderiam ajudar a avaliar a biodisponibilidade do farmaco. Além disso,
a julgar as caracteristicas da paromomicina (altamente hidrossoluvel) e das lesdes cutaneas a
serem tratadas (usualmente desprovidas de estrato corneo, que ¢ um dos principais limitadores
para a penetracao de moléculas hidrofilicas na pele), nao seria improvavel considerar que as
preparagoes testadas em outras publicagdes possuissem concentragdes de farmaco muito acima
das necessarias, o que tende a contribuir ndo s6 com o encarecimento da formulagdo, quanto
com a possibilidade de reacdes adversas, como irritacdes cutdneas que, em alguns casos, podem
reduzir a adesdo do paciente ao tratamento.

Os primeiros modelos de delineamento das formulacdes pensados, possuiam
concentragdo fixa de paromomicina, variavam as propor¢des de dgua e poloxamer 407 (vide
Tabela 2, no Item 4.2.3). Essa abordarem nao rendeu resultados satisfatérios, sendo que das

formulagdes contendo polimero + PAR (2,5%), apenas as formula¢des FA-02 (5% P407) e FA-
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03 (10% P407) se apresentaram estaveis 24 horas apds o final do preparo. Das formulagdes
com polimero + PAR 5%, apenas a FB-02 (5% P407) mostrou-se estdvel. Com concentragdes
de poloxamer < 10%, nenhuma das formulac¢des apresentou gelificagdo, ou qualquer aumento
de viscosidade em fun¢do do aumento de temperatura.

Brugués e colaboradores®® obtiveram sucesso na obtencdo de um gel de poloxamer 407
(20%) e paromomicina (5%). A formulacdo FB-05 possuia essa mesma composicao e, de fato,
resultou em um gel homogéneo. Porém, mas apds alguns dias em geladeira, a formulacao entrou
em processo de separagdao de fase, como boa parte das outras que apresentaram instabilidade
(Figura 17). Diversos fatores podem estar envolvidos na nao reprodutibilidade da formulagao
de Brugués, como a pureza das matérias-primas, ou outras questdes como detalhes da técnica

de preparo que, por alguma razdo, foram omitidas pelos autores do artigo, por exemplo.

Figura 19: Formulagdo com separagdo de fases — evento de desestabilizagdo mais comum entre as formulagdes
preparadas. Fonte: Registros do autor.

Com o insucesso da primeira abordagem em se obter formulagdes estdveis e com
concentracgdes de polimero suficientes para a gelificacdo da formulacdo na faixa de temperatura
desejada, novos testes foram necessarios. Assim, uma diferente abordagem, agora com
concentracgdes fixas de polimero e variacdes nas concentracdes do farmaco, foi desenhada. Duas
concentragdes de poloxamer 407 que j& haviam sido testadas em géis placebo, em etapas
anteriores ao inicio do delineamento das formulagdes foram selecionadas: 15 e 18% e que
possuiam temperaturas de transicdo dentro da faixa desejavel. Nesta nova abordagem,
concentragdes ainda menores de farmaco foram testadas. Os resultados podem ser verificados

na Tabela 7.
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Tabela 7: Avaliagdo inicial das formulagdes preparadas com base na segunda abordagem de delineamento. As
formulagdes ressaltadas apresentaram-se estaveis em periodo superior a 24 horas do término de seu preparo. As
duas formula¢des com destacadas com preenchimento em verde foram selecionadas para prosseguir com os demais
estudos do trabalho.

Temp. de

Formulacdo PAR (%) P407 (%) Transicio (°C)*

FC-01 (placebo) 0 18 ~24
FC-02 0,1 18 ~25
FC-03 0,5 18 ~25
FC-04 1,0 18 ~26
FC-05 1,5 18 ndo estavel
FC-06 2,0 18 ndo estavel

FC-07 (placebo) 0 15 ~30
FC-08 0,1 15 ~31

| FC-09 0,5 15 ~31
FC-10 1,0 15 >40
FC-11 1,5 15 >40
FC-12 2,0 15 >40

* Neste primeiro momento, as temperaturas de transicdo sol-gel foram avaliadas de forma visual e
aproximada, utilizando termometro de infravermelho e banho termostatico.

As formula¢des FC-04 e FC-09, contendo 1% PAR/18% P407 e 0,5% PAR/15% P407,
respectivamente, foram selecionadas para ir adiante nos demais testes propostos neste trabalho
por serem as capazes de conter a maior concentragdo de farmaco para cada concentragao de
polimero testada. As formulagdes FC-10, 11 e 12 se mostraram estaveis, porém, mantiveram-
se como solucdes ligeiramente viscosas ao longo de toda faixa de temperatura de transi¢ao
desejada, nao apresentando sinais de gelificacao até temperaturas de aproximadamente 40 °C

sendo, assim, desconsideradas.
5.4. CARACTERIZACAO DOS GEIS DE PAROMOMICINA
5.4.1. Aspectos Gerais das Formulacoes

Ambas as formulacdes selecionadas (FC-04 e FC-09) podem ser descritas como
solugdes ligeiramente viscosas, inodoras, incolores, transliicidas e homogéneas quando em
temperaturas abaixo da temperatura ambiente. Acima de sua temperatura de transicdo, as duas
mantém-se inodoras, incolores, translicidas e com aspecto homogéneo, porém, formam um gel
firme, incapaz de escoar ao se inclinar o recipiente que os contém.

Sobre a pele, logo apods a aplicacdo, as formulagdes comegam a gelificar e, apds o

término da transi¢do, formam uma espécie de filme sobre a regido da aplicagdo.
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5.4.2. Verificagio Comportamento Reologico

Conhecer as caracteristicas reologicas da formulacdo abre caminho para que as
estratégias de aplicagdo do produto sejam delineadas com mais eficiéncia. No caso de sua
veiculagdo em forma de spray, por exemplo, € importante saber se o frasco devera ser mantido
abaixo de uma determinada temperatura previamente a sua utilizagdo para correta dispersao da
formulagao, ou o tipo de valvula mais adequada para a produgdo de um jato homogéneo em
func¢do da viscosidade do produto, por exemplo.

Assim, as formulacdes selecionadas foram submetidas a estudos de comportamento
reologico de modo a verificacdo de suas temperaturas de transicao (Tsol-gel) e viscosidade
aparente em diferentes temperaturas. O terceiro pardmetro citado na metodologia, “regido
viscoelastica linear” foi, na verdade, o primeiro parametro a ser estudado. Sua avaliacdo, em
triplicata, permite determinar a faixa minima da tensdo de cisalhamento (gerada pela oscilagao)
suportada pelo gel sem que este apresente deformagao — regido em que o modulo de elasticidade
da amostra (G’ — que indica a capacidade da amostra em armazenar energia) se apresenta linear,
independente da tensao aplicada. Este ¢ um dado importante, pois, para o estudo da viscosidade
aparente ¢ da temperatura de transi¢do, ¢ necessario indicar a forga de cisalhamento que sera
aplicada pelo equipamento.

Explicando de maneira bastante simplificada, o redmetro ¢ capaz de determinar a
viscosidade aparente e a Tsol-gel da formulacao a partir da aplicacao de sutis oscilagdes de seu
aparato (o cone, no caso deste estudo) que esta em contato direto com o gel, em uma area
controlada'®1%8, Estas oscila¢des sdo realizadas com uma forga constante ao longo de todo o
tempo da rampa de temperatura (que, para este estudo, foi de 15 a 50 °C, 10 °C/min). Conforme
a formulagdo vai alterando seu estado fisico em func¢dao da temperatura, a resisténcia aos
movimentos oscilatorios do cone varia. O equipamento capta estas sutis variagdes de resisténcia
e utiliza estes dados para a avaliagdo do comportamento reoldogico da amostra. Assim, ¢
imperativo que, antes de se avaliar os demais parametros, seja estudada a tensdao que devera ser
utilizada, dado que uma tensdo muito baixa pode ndo gerar alteragdes detectaveis pelo
equipamento e uma tensdo muito alta pode interferir na capacidade de resisténcia a oscilagao,
pela amostra. As Figuras 18 e 19, a seguir, apresentam graficos indicando a regido viscoelastica

e a temperatura de transi¢do para uma das formulagdes preparadas.
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Figura 20: Grafico representativo da regido viscoelastica linear da formulagdo FC-09.
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Figura 21: Grafico representativo do perfil reologico da formulagdo FC-04. O destaque em vermelho indica a
intersec¢do dos modulos elastico (G') e viscoso (G"), que caracteriza o inicio do estagio de transi¢do sol-gel.

Os estudos de comportamento reoldgico foram realizados com as formulagdes FC-04 e
FC-09. Os géis placebo referentes as formulagdes também foram analisados de modo a avaliar
se a presenca do fdrmaco poderia gerar algum tipo de alteracdo no comportamento das

formulagdes. Os dados seguem representados na Tabela 8, a seguir.
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Tabela 8: Resultado das analises de reologia dos géis com e sem farmaco. A temperatura de transi¢ao Tol-gel fO1
interpretada como sendo a temperatura referente ao ponto no grafico onde os modulos elastico (G”) e visco (G”)
se cruzam. Os dados de viscosidade aparente apresentados foram escolhidos para representar trés diferentes
condigdes de temperatura: uma abaixo da temperatura de transicao (20 °C); a temperatura média da superficie da
pele e o primeiro ponto de temperatura aferido logo apos a fase de transigéo.

PAR P407 Transicdo Tsol-gel Viscosidade Viscosidade Viscosidade apés

Formulagdo o/ o) (°C) 220°C (cP) a32°C(cP) gelificaciio (cP)
FC-01 - R 26,7 93,6 635.108 79.620
FC-04 1,0 25,5 93,1 105.635 12.527
FC-07 - s 35,4 91,3 118,6 194.471
FC-09 0,5 34,8 90,4 102,8 117.345

Pelas analises, foi possivel verificar que os valores de viscosidade aparente de todos os
géis testados estiveram bastante proéximos em temperaturas abaixo de suas respectivas
temperaturas de transicao sol-gel (entorno de 90 cP — o equivalente a viscosidade de um suco
de frutas concentrado, por exemplo). Na temperatura média da superficie cutanea (£ 32 °C), a
apenas as formulacdes com 18% de polimero ja haviam gelificado no equipamento,
apresentando viscosidades na ordem de 10° cP (a titulo de comparagio, um gel fixador para
cabelos tem viscosidade entorno de 10%).

Aparentemente, a presenca do farmaco na formulagdo produziu ligeira redugdo da
temperatura de transicdo, bem como na viscosidade aparente em temperaturas abaixo da Tiol-gel
das formulacdes. Apos a gelificacdo, o impacto da presengca do farmaco na viscosidade
apresenta-se de forma mais expressiva, principalmente nas formulagdes com maior
concentracao de polimero e farmaco.

Sabe-se que aditivos como sais, solventes polares e outros tipos de moléculas pode
influenciar na estrutura e micelizacdo dos géis de poloxamer, impactando em sua viscosidade
e temperatura de transi¢do'%!!!. As caracteristicas fisico-quimicas da paromomicina, como sua
alta hidrofilicidade, polaridade e disponibilidade para formar interacdes de hidrogénio''?, por
exemplo, podem ser alguns do fatores que influenciam nas caracteristicas reoldgicas dos géis
de poloxamer e isso poderia estar correlacionado com a desestabilizacdo de géis, vista em
algumas das formulagdes testadas na fase de delineamento. Apenas um estudo mais
aprofundado envolvendo diversas técnicas, inclusive de quantificagdo e imagem, poderia ser
capaz de validar tais suposi¢des, mas, de qualquer modo, os géis FC-04 e FC-09 apresentaram
caracteristicas condizentes como proposto para o trabalho, possuindo perfil sensorial de acordo

com o esperado.
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5.4.3. Avaliacdo do pH e Condutividade

Além de ser uma medida importante em formulagdes tdpicas, em especial para aquelas
que entrardo em contato direto com lesdes (como € o caso das formulagdes deste trabalho), a
avaliagdo do pH permite estudar a estabilidade das formulagdes ao longo do tempo. Eventos
que ocorrem em escala microscopica, ou mesmo molecular e que inicialmente podem nio ser
verificados a olho nu, como dissociagdes i0nicas € contaminagdo por micro-organismos, podem
gerar alteragdes no pH da formulacdo sendo, muitas vezes, o primeiro indicio de instabilidade
da formulacdao. O pH também ¢ de grande importancia no que diz respeito a protonacao da
paromomicina (assim como de outras moléculas), que esta relacionada com sua capacidade de
se acoplar as subunidades de RNA — um dos mecanismos pelos quais acredita-se que o farmaco

exerc¢a sua acao.

Tabela 9: Avaliacao inicial do pH e condutividade das formulagdes. Ensaios em triplicata.

Formulacao pH Con(ﬂg;lc‘:gade
FC-01 5,43 £0,08 167,4 +£1,37
FC-04 5,35+ 0,06 627,1 £2,21
FC-07 5,48 £0,02 139,2 + 1,89
FC-09 5,39 £ 0,05 409,4 + 3,76

Conforme pode ser verificado na Tabela 9, o pH das formulagdes mostrou-se de acordo
com o indicado para formulagdes cutaneas. Uma vez que o pH fisiologico destas areas ¢
ligeiramente 4cido (entre 4,5 e 6,0''%), utilizar formulagdes com pH similar reduz as chances de
reagoes de estresse cutdneo, como irritagoes.

A condutividade dos géis contendo paromomicina foi bem maior que a dos géis puros
de poloxamer 407. Isso pode ser explicado pelo fato da paromomicina possuir cinco
grupamentos amino, que em pH acido tendem a estar protonados, aumentando a disponibilidade

de ions em solucdo e, portanto, a condutividade do meio! 115,

5.5. ESTABILIDADE DOS GEIS

Os géis contendo paromomicina (FC-04 e FC-09) foram testados ao longo de seis meses

para avaliar, de modo preliminar, sua estabilidade em condi¢des ideais de armazenamento
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(refrigeragdo). O estudo foi feito ao longo de seis apds o seu preparo, com amostragens a cada

30 dias. Os resultados estdo dispostos na Tabela 10.

Tabela 10: Resumo dos resultados de estabilidade das formula¢des de paromomicina em gel de poloxamer 407.
Analises feitas ao longo de 6 meses com amostras mantidas em geladeira. T: tempo em dias.

FC-04

Parametro T0 T30 T60 T90 TI120 TI150 T180
Concentragdo (% da nominal) 98,6 98,9 98,8 99,1 99,8 1004 101,2
pH 5,35 5,33 5,38 5,35 5,29 5,31 5,43
Condutividade (uS/cm) 627,1 625,8 629,2 631,4 630,3 642,0 639,9
Aspecto visual de acordo com padrdo?  sim sim sim sim sim sim sim
Separagao de fases apos centrifugagdo?  ndo ndo ndo ndo ndo ndo nao
FC-09

Parametro T0 T30 T60 T90 TI120 TI150 T180
Concentragdo (% da nominal) 97,4 97,7 96,8 97,3 98,0 97,8 98,4
pH 5,39 5,41 5,37 5,36 5,33 5,42 5,36
Condutividade (uS/cm) 409,4 403,3 405,2 408,33 407,6 408,8 408,0
Aspecto visual de acordo com padrao?  sim sim sim sim sim sim sim
Separagdo de fases apds centrifugacdo? nao ndo ndo nao nao nao nao

Ao longo deste estudo preliminar de estabilidade, ndo foram encontradas quaisquer
alteragoes significativas nos parametros avaliados. As concentragdes de PAR em gel acima de
100% descritas no quinto e sexto més da formulacdo FC-04, bem como sua leve tendéncia ao
aumento em fun¢do do tempo (verificada pelas concentracdes ligeiramente crescentes desde o
TO0), podem ter ocorrido em fungdo da perda de agua da formulagdao para o ambiente, o que
geraria um discreta elevacdo na concentragdo do farmaco. Embora os géis estivessem

armazenados tubos com tampa, essa possibilidade nao deve ser descartada.
5.6. ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Apesar da iontoforese ser uma técnica utilizada ha bastante tempo, até o presente
momento, ndo ha na literatura material que confronte se a aplicacdo direta, ou indireta da
corrente, por si s0, ndo poderia causar algum tipo de alteragdo nos macrofagos. Portanto, ¢
importante verificar a citotoxicidade da aplicacdo de corrente nesta que ¢ uma das principais
células humanas envolvidas na infecgdo por leishmania.

Assim, os ensaios microbiologicos realizados neste trabalho objetivaram avaliar a

citotoxicidade da aplicag¢do da iontoforese em macrofagos.
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Os experimentos com macrdéfagos revelaram que ndo houve qualquer alteracdo em sua
viabilidade ap6s 40 minutos de aplicacdo de corrente a 2,0 mA/cm? (102% = 14,2). Tendo em
vista que a corrente proposta para aplicagdo neste trabalho ¢ de 0,5 mA/cm?, acredita-se que a

técnica, entdo, seria segura para aplicagdo, no que diz respeito a citotoxicidade aos macrofagos.
5.7. PERFIL DE LIBERACAO

Ao se desenvolver qualquer formulagdo que ndo seja administrada em vias com acesso
direto a corrente sanguinea (como as intravenosas, por exemplo), um importante aspecto a ser
verificado € a capacidade da formulacao em liberar o farmaco para o meio em concentragdes
adequadas para sua atividade terapéutica. Em geral, isso deve ser avaliado em funcao de um
determinado tempo.

O perfil de liberacao passiva da paromomicina foi avaliado ao longo de 360 minutos.
Foram avaliados os dois géis, FC-04 e FC-09 (contendo 1,0% e 0,5% de PAR, respectivamente)
e uma solu¢do aquosa de PAR a 5%.

O resultado pode ser verificado no grafico da Figura 22, que apresenta a % de farmaco

que foi recuperada no compartimento receptor em relagdo a quantidade presente no doador.
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Figura 22: Grafico representativo do perfil de liberagdo da paromomicina pelos géis desenvolvidos e por uma
solucdo-controle de paromomicina 5% em agua.

A paromomicina ¢ uma molécula altamente hidrossolivel (> 50 mg/mL) o que permite
que haja uma difusdo constante do farmaco presente no meio doador para a solucgdo receptora,
desde que obedecidas as sink conditions — o meio receptor deve garantir que, se todo o fA&rmaco
depositado no doador difundisse para o receptor, a concentracdo final na atinja 10% da

solubilidade do farmaco, neste dado meio.
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Em solugdo, as moléculas da PAR tém maior mobilidade e, portanto, maiores chances
de entrar em contato com a membrana e difundirem-se para o meio receptor. Somando-se isso
a garantia de fluxo positivo para o receptor em fun¢do da manutencdo das sink conditions, a
solugdo de paromomicina 5% teve fluxo de difusdo crescente, atingindo cerca 90% liberag¢ao
do farmaco ao final de 6 horas.

No caso dos géis, sua hidrofilicidade e a estrutura de sua matriz polimérica reduzem a
mobilidade da molécula, diminuindo sua velocidade de liberagdo, porém, mantendo-a
constante, o que pode representar uma liberagdo controlada do farmaco, em funcao do tempo
de aplicagcdo. Ao longo de 6 horas, 32,98% (£ 4,66) e 31,23% (= 3,06) do farmaco foram
liberados para as formulagdes FC-04 e FC-09, correspondendo a 3,3 mg (+ 0,36) e 0,78 mg (+

0,06), respectivamente.
5.8. ENSAIOS IN VITRO DE PERMEACAO DE PAROMOMICINA

A utilizacao de pele porcina como modelo comparavel a pele humana em ensaios in
vitro j& € pratica bastante aceita e utilizada por diferentes grupos de pesquisa e desenvolvimento
que estudam absorcdo de compostos pelas vias topica e transdérmica'! """, Dentre as vantagens
que podem ser citadas pela utilizagao deste modelo, estdo o fato de ser um modelo barato, que
nao requer o abate do animal em fun¢do do experimento (as peles sao oriundas de animais que
ja seriam abatidos de forma comercial para consumo) e cuja boa similaridade estrutural com a
pele humana viabiliza estudos in vitro com significativo grau de comparabilidade.'?*'?7, Assim,
a escolha deste modelo mostrou-se apropriada para avaliar, inicialmente, a capacidade de
penetracao e permeagao da paromomicina nos sistemas desenvolvidos.

As formulagdes preparadas foram avaliadas tanto no modelo de pele integra, quanto em
um modelo experimental de pele de lesionada em que a orelha porcina teve seu estrato cérneo
removido por tape stripping (previamente aos ensaios). Ao longo dos experimentos iniciais,
novas hipdteses foram surgindo e diferentes controles, como solugdes e pomadas de PAR (base
de vaselina liquida 10% + vaselina s6lida 90%) foram utilizados de modo a se tentar tracar um
perfil das caracteristicas de penetracdo do farmaco, de acordo com variagdes de veiculo,
concentragdo e condigdes experimentais. A Tabela 11 compila todos os ensaios de permeagao

realizados e a quantificacdo das amostras.



55

Tabela 11: Compilado das permeagdes de paromomicina em pele de orelha porcina lesionada ou ndo e de modo
passivo, ou iontoforético.

Preparagio Ten‘lpo Tipo de~ Condicio PAR Permeada PAR Recuperada
(min) Permeacio da Pele (ng) (ng)

0,5% Gel (FC-09) 360 passiva integra <LD 15,89 + 3,27
0,5% Gel (FC-09) 360 passiva lesionada 694,97 + 224,05 1162,68 + 188,67
0,5% Solugao 360 i=0,50 mA/cm? integra 1147,19 + 239,83 392,85 + 136,82
1,0% Solugdo 360 passiva integra <LD 5,93 £ 0,46
1,0% Solugdo 30 passiva lesionada <LQ 661,83 + 40,83
1,0% Gel (FC-04) 360 passiva integra <LD 16,72 + 241
1,0% Gel (FC-04) 360 passiva lesionada  6097,87 + 1871,16 1791,14 + 186,37
1,0% Solugao 360 i=0,50 mA/cm? integra 5650,28 + 1463,07 2286,09 + 534,87
1,0% Solucdo 360 1=0,25 mA/cm? integra 2880,50 + 919,41 367,84 + 102,11
1,0% Solugao 360 i=0,10 mA/cm? integra 1469,14 + 248,49 404,52 + 95,53
1,0% Solucdo 10 1=0,50 mA/cm? integra <LD 135,67 + 35,29
1,0% Solucédo 30 i=0,50 mA/cm? integra <LD 261,58 + 7,85
1,0% Solucédo 30 i=0,50 mA/cm? lesionada <LQ 1057,52 + 155,62
2,5% Pomada 360 passiva integra <LD 425 + 0,90
2,5% Solugdo 360 passiva integra <LD 41,16 + 14,83
2,5% Gel (FA-03) 360 passiva integra <LD 2324 + 7,55
5,0% Solugdo 360 passiva integra <LD 374,66 + 124,24
15% Pomada 360 passiva integra <LD 7,21 + 0,63
15% Pomada 360 passiva lesionada <LD 89,30 + 17,47

* média + desvio padrdo de 6 replicatas
i: permeagao iontoforética (parametros da aplicagdo de corrente)

LD: limite de detecg¢do da paromomicina (< 0,066 ng/mL)
LQ: limite de quantificagdo da paromomicina (< 0,2 pg/mL)

Os dados da tabela serdo discutidos nos proximos itens e representados nas Figuras 23,

24 e 25.

5.8.1. Permeaciio Passiva em Pele Integra

De modo a verificar a capacidade de penetragdo da paromomicina na intrincada

estrutura cutanea, foram realizados experimentos de permeacgdo passiva em pele integra, onde

as amostras ficaram em contato com a pele por seis horas quando, entdo, foram processadas e

o farmaco quantificado. O resultado estd apresentado na Figura 23, que segue.
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Figura 23: Quantidade total paromomicina recuperada das peles ap6s 6 horas de experimento de permeagdo
cutanea passiva com diferentes formulagdes. ns: p > 0,05, * = 0,01 < p < 0,05.

ApOs 6 horas de estudo foram recuperados da pele 5,93 pg (£ 0,46) de paromomicina
da solucdo de PAR 1%, quantidade ligeiramente inferior a da pomada a 15% (7,21 pg + 0,63)
e ligeiramente superior a da pomada a 2,5% (4,25 pg + 0,90). Apesar das diferencas terem sido
estatisticas (p < 0,05), as variagdes foram pouco significativas em termos praticos, em fungao
das quantidades terem sido bastante pequenas. Sendo assim, pode se considerar que as trés
obtiverem desempenho semelhante.

Quanto aos géis, em especial o FC-09 (0,5% de PAR) e o FC-04 (1,0% de PAR), a
quantidade de paromomicina que penetrou na pele foi equivalente, com 15,89 ug (+ 3,27) e
16,72 pg (+2,41) de paromomicina recuperados para FC-09 e FC-04, respectivamente. Apesar
de aparentarem ser valores pequenos, estas quantidades foram aproximadamente duas vezes
maiores do que as recuperadas apds os ensaios com a pomada de PAR 15%, que continha
concentracao entre 15 e 30 vezes maior de ativo na formulagao e foi usada como controle por
ser uma das preparacdes mais comumente encontradas em estudos envolvendo administragdo
topica da paromomicina!3#3:46:104,

A quantidade recuperada de PAR pelas solugdes de 1, 2,5 e 5% apresentou certa
linearidade (y = 96,388x — 132,52; r> = 0,92), levando a crer que o fAirmaco penetre por difusdo
simples, obedecendo a um gradiente de concentragdo fisiologicamente determinado, o que
explicaria as baixas quantidades recuperadas (< 1% do total aplicado), uma vez que o fd&rmaco
¢ altamente hidrofilico, encontra-se ionizado em meio aquoso e possui peso molecular superior

a 500 Da, o colando fora dos parimetros da chamada “regra dos 500 Daltons™**°, Esta regra
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indica que, de um modo geral, moléculas acima de 500 Da (e, em especial, as hidrofilicas e/ou
carregadas) possuem maior dificuldade em atravessar o estrato corneo e alcancar as camadas
mais profundas da pele. De acordo com a regra, compostos com gradiente de particdo mais
lipofilico e com peso molecular inferior aos ditos 500 Da conseguiriam penetrar pelo estrato
corneo com mais facilidade, entremeando os cornedcitos e queratindcitos, pelos espagos
intercelulares.

Veiculos lipofilicos, como as pomadas, tendem a aumentar a penetragdo de farmacos
hidrofilicos, uma vez que, além de gerar oclusdo, possuem baixa afinidade a tais compostos,
reduzindo o tempo de permanéncia do firmaco em seu meio e auxiliando em sua difusdo pela
superficie cutanea!?®!1?°_ Isso, porém, ndo se viu refletido neste trabalho, possivelmente pelo
fato de que as pomadas, dada sua alta densidade, dificultam a mobilidade das moléculas do
farmaco pela acdo da gravidade e, assim, apenas apds a fusdo do veiculo sobre a superficie
cutanea (processo bastante lento, dependendo da temperatura da pele e da composicao da base),
¢ que as moléculas hidrofilicas da paromomicina alcancariam o estrato corneo para iniciar sua
difusdo. Essa hipodtese se fortifica ao se notar que as quantidades de paromomicina recuperadas
pelas pomadas com 2,5% e 15% de farmaco foram praticamente as mesmas. Possivelmente,
apenas as moléculas de PAR que estavam espacialmente mais externas na formulacao e na
regido de interface da pomada com a pele € que foram capazes de difundir-se pela densa base
lipofilica e chegar a superficie cutanea.

De modo contrario, veiculos hidrofilicos costumam retardar e controlar a liberacao de
moléculas hidrofilicas. O que se verificou, porém, foi que os géis preparados tiveram
performance expressivamente maior, principalmente se for considerado que os géis tinham
concentragdes entre 5 e 30 vezes menores que as de seus controles em pomada.

O gel FA-03 também penetrou quantidades superiores as da pomada controle
(aproximadamente 3x), porém, por ser uma formulacao que ndo possuia transi¢do para estado
de gel, esta foi estudada apenas para investigar a possibilidade de se haver uma correlacio entre
a concentracdo do farmaco em gel e a quantidade recuperada, bem como verificado com as
solugdes. Tal correlagdo mostrou-se até mais linear que a das solugdes (y = 3.8302x + 13.514;
> = 0,98), mesmo com os géis possuindo diferentes viscosidades entre si em funcdo da
concentracdo de poloxamer 407. Esta informacao reforca a tese anteriormente levantada sobre
a penetragdo da paromomicina ocorrer por um mecanismo de difusdo simples, mediado por um

gradiente de concentragdo fisiologico.
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5.8.2. Permeacao Passiva em Pele Lesionada

Uma vez que a proposta deste trabalho ¢ desenvolver sistemas para o tratamento de
lesdes cutaneas, isso significa que a pele ndo estara integra e, portanto, diferengas no padrao de
penetragdo/permeagdo do farmaco podem ocorrer. No caso das lesdes cutaneas resultantes da
leishmaniose, umas das fases do desenvolvimento das lesdes é a formagao de lesdes ulcerosas,
onde ndo ha mais a presenga do estrato corneo, principal barreira cutanea a penetracdo de
moléculas externas.

Sendo este um dos principais limitadores para a penetracao do farmaco, optou-se por
utilizar a técnica de tape stripping diferencial para remover o estrato da pele de orelha porcina,
de modo a viabilizar o estudo de permeacao do fArmaco em uma pele desprovida de tal camada
de prote¢do. Este tipo de abordagem ja foi sugerida e utilizada com sucesso em alguns trabalhos
que careciam trabalhar com modelos similares!?!-130-134,

Neste modelo, os ensaios foram limitados a estudos com os dois géis principais, a
solug@o aquosa de paromomicina 1% e a pomada de paromomicina 15%. Também foi realizado
um ensaio com solucdo de paromomicina 1% sob aplicacdo de corrente e que sera debatido no
item 5.7.3, juntamente com os outros resultados dos estudos de iontoforese. A Figura 24

apresenta um comparativo entre os resultados de quantificagdo da PAR recuperada de amostras

de pele integra e lesionada, apds os ensaios de permeagao passiva.
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Figura 24: Comparativo entre as quantidades de paromomicina recuperadas apds ensaio de permeagdo passiva
em pele integra e lesionada ao longo de 6 horas, com exce¢do, apenas, da solugdo de paromomicina 1% no ensaio
em pele lesionada, foi analisada apds 30 minutos. ns: p > 0,05, *= 0,01 < p < 0,05.
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A remocgdo do estrato corneo resultou em uma penetracdo entre 12 e 110 vezes a
quantidade média de farmaco recuperada da pele integra. A performance da pomada foi a menor
dentre as analisadas, mesmo estando em concentragdo 15 a 30 vezes maior que as outras
amostras analisadas. Ainda assim, a auséncia do estrato corneo permitiu a penetracdo de 12x
mais farmaco por esta preparagdo. O destaque maior deste estudo, porém, vai para a solucao de
paromomicina 1% que, em apenas 30 minutos de permeagao no modelo de pele lesionada, foi
capaz de fazer penetrar uma quantidade em média 110 vezes maior que a mesma solug¢do, em
contato por 6 horas com a pele integra. Foram 661,83 ug (+ 40,83) recuperados, o que equivale
a ~ 13,2% do total de paromomicina depositado sobre a pele para a realizagdo do experimento.

Os géis também apresentaram performances bastante interessantes passadas as 6 horas
de teste. Foram, aproximadamente, 1162,68 ug (= 188,67) e 1791,14 ng (+ 186,37) de farmaco
recuperados para os géis FC-09 e FC-04, respectivamente e que correspondem a uma liberacao
de 46,5% e 35,8% do farmaco total presente nas células. A liberagdo de um percentual maior
do farmaco pelo gel FC-09 apesar de possuir metade da concentragdo deu-se, provavelmente,
pelo fato da formulagdo ainda nao ter finalizado sua transicao sol-gel na temperatura em que as
c€lulas de difusao foram mantidas (32 £ 1 °C), ao passo que o FC-04 ja estava em estado de gel

e, portanto, limitando a mobilidade das moléculas de farmaco na amostra.
5.8.3. Ensaios de Permeacao Passiva e Iontoforética em Pele Lesionada

A 1ontoforese, como ja abordado anteriormente, ¢ uma técnica cujo conceito ja era
trabalhado ainda na virada dos séculos XVII. No entanto, somente no século XX que sua
utilizacdo comegou a ser pesquisada com mais afinco no que tange o transporte de moléculas
bioativas pela pele®?!33:13¢,

Para este trabalho, a ideia da utilizacao da iontoforese esta focada na possibilidade de
se utilizar a técnica para aplicar uma dose de ataque do fArmaco, logo no inicio do tratamento,
na intengao de acelerar a estabilizagdo da concentragdo terapéutica, o que espera-se que resulte
em uma redu¢do do tempo de tratamento, com consequente melhora na adesdo e um desfecho
mais satisfatorio.

A paromomicina, quando em solu¢do, apresentou excelentes taxas de penetracdo
cutanea de forma passiva e em curtos periodos — especialmente quando o estrato corneo estava

ausente. Para aplicacdo da iontoforese, a formulagdo ¢ confinada em um compartimento. Assim,

a solugdo seria a opgao que possibilitaria a maior mobilidade das moléculas.
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A Figura 25 apresenta os ensaios de iontoforese realizados, com concentragdes de 0,5 e
1,0% de farmaco em solu¢do, aplicado tanto em pele integra, quanto em lesionada e sob

diferentes regimes de tempo e corrente.
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Figura 25: Recuperacdo da PAR em solucdo apds ensaios de permeagdo. Diferentes concentracdes de farmaco,
intensidades de corrente e tempos de aplicagdo. Amostras analisadas com aplicacdo de iontoforese em pele integra,
a ndo ser quando indicado o oposto. (P): ensaio passivo; (L): pele lesionada; ns: p > 0,05; * = 0,01 < p < 0,05.

Ao analisar o grafico, ¢ possivel perceber a influéncia da corrente na penetracao da PAR
de forma muito mais intensa que o tempo de exposi¢ao. Testes feitos com a corrente fixada em
0,5 mA/cm? apresentaram, em 10 e 30 minutos, resultados bastante proximos (em alguns casos,
sem qualquer diferenca estatistica) aos ensaios que correram por 6 horas, mas com intensidade
de corrente mais baixa. Com apenas 10 minutos de aplicacdo da solugdo a 1% em pele integra
e com corrente de 0,5 mA/cm?, foi possivel recuperar uma média de 135,7 pg (£ 35,3) de
paromomicina. A mesma solugdo, com 30 minutos de permeagao em pele intacta praticamente
dobrou a quantidade de farmaco penetrado (261,6 = 7,9 ng). Ao observar a quantidade
recuperada apds 30 minutos de iontoforese (0,5 mA/cm?) em solugcdo de PAR 1% sobre pele
lesionada, vé-se que alcangou uma média de 1057,5 ng (+ 155,6), concentragdo que supera em

quase 12 vezes a encontrada para a pomada de paromomicina 15%.
5.8.4. Ensaios de Biodistribuicao

De modo a verificar como se daria a penetracdo do firmaco através das membranas
cutaneas foram realizados ensaios de biodistribuicao, em que a pele € seccionada apds o ensaio

de permeacao e cada porcao ¢ analisada individualmente.
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Figura 26: Estudo de biodistribui¢do apresentando a quantidade de farmaco que foi recuperada nas diferentes
profundidades da pele em fungdo da area de aplicagdo. A ilustragdo a direita apresenta de forma aproximada a
profundidade em que o farmaco foi recuperado. Fonte: Dados do autor, ilustragdo retirada de
<https://bit.ly/2LulkwY>, com adaptagdes.

De modo a simplificar a apresentagao dos dados, apenas as cinco formulagdes mais
relevantes para a discussao foram apresentadas da Figura 26.

O fato deste ensaio ter sido realizado em pele integra possibilita visualizar de forma
bastante clara o impacto do estrato corneo em limitar a penetragao de agentes externos. Os testes
de liberagdo mostraram que, por exemplo, as replicatas do gel FC-04 liberaram para o meio,
em média, 3,3 miligramas de paromomicina ao longo de 6 horas. Para o mesmo tempo de
contato, foram recuperados apenas 16,7 microgramas. Isso significa que apenas cerca de 0,5%
de todo o farmaco (teoricamente) liberado pela formulacao foi capaz de atravessar o estrato
corneo e penetrar na epiderme viavel.

Além disso, apesar dos modelos estatisticos revelarem pouca, ou nenhuma diferenga
significativa entre as formulagdes, no que tangem as quantidades de farmaco depositadas nas
profundidades de pele avaliadas, ¢ possivel verificar que ha uma tendéncia de valores
ligeiramente maiores para o gel com 1% de paromomicina, em comparacdo as outras
formulagdes, ao longo de todo o percurso da molécula rumo as camadas dérmicas mais

profundas.
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Outro ponto interessante a ser reparado, diz respeito as quantidades de farmaco
depositadas com o auxilio da iontoforese. Conforme apresentado nos topicos anteriores, a
solugdo de paromomicina a 1%, quando aplicada com o auxilio de iontoforese, possibilitou uma
deposicao total de cerca de 380 vezes a obtida de modo passivo. Verificou-se, também, que
altas quantidades ja estariam depositadas apds apenas alguns minutos de aplicacdo da técnica
(135,67 £ 35,29 ug em 10 minutos), demonstrando o qudo eficiente a técnica pode ser como
adjuvante a absorcao de farmacos pela via cutanea, especialmente aqueles cujas moléculas sao,
ou possuem, grupamentos polares.

Apos alcangar a derme, rumo a profundidades superiores a 200 um, a deposicao de
paromomicina parece estar em niveis constantes, pouco diferindo entre a composi¢do do
veiculo, concentragao inicial aplicada e o tipo de permeagao (passiva/iontoforética). Isso talvez
ocorra por limitagdes compartimentais (a regido esta “saturada” e ndo consegue comportar mais
farmaco — seja por um impedimento bioquimico, fisico ou outro), ou mesmo um gradiente de
fluxo especifico, por exemplo. Porém, essa ¢ apenas uma hipdtese, que necessitaria de uma
analise mais ampla, com um maior nimero de secgdes, replicatas e com diferentes
concentracdes, veiculos e fluxos de corrente para ser validada.

A observagao de dados como os apresentados neste trabalho demonstra a relevancia de
se realizarem estudos de liberagdo, permeagao e biodistribuigdo no desenvolvimento de
formulacdes, em especial as de uso topico e transdérmico. Ao avaliar o perfil de biodistribui¢ao
¢ possivel inferir os possiveis fatores relacionados as taxas de deposicao e fluxo do farmaco
através da pele, o que pode auxiliar (juntamente com dados de ensaios de atividade
antimicrobiana) na determinacdo da concentracdo ideal do farmaco na formulagdo e da
quantidade ideal de aplicacdo, possibilitando a reducao de custos com matérias-primas ¢ a
otimizagdo de processos de producdo, bem como da posologia.

De um modo geral, foi possivel verificar que, tanto o veiculo utilizado para a aplicagao
da paromomicina, quanto a aplicacdo da técnica de iontoforese impactaram diretamente na
quantidade de farmaco depositada na pele, sendo que o ultimo permitiu a deposicao de 12 vezes
mais farmaco em 1/12 do tempo, via uma preparagdo que continha 15 vezes menos farmaco
(comparagao entre a deposi¢do alcancada pela solugao de paromomicina 1% testada por 30 min
com aplicagdo de 0,5 mA/cm? e a pomada de paromomicina 15% testada por 6 horas, ambas
em modelo de pele lesionada).

A titulo de exemplo, os discos de pele dos quais foram realizados os estudos de

recuperacao da paromomicina, apos ensaio de permeacao, possuiam aproximadamente 0,3 mL
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de volume (333 + 20,9 mm?) e mais de 1 g de farmaco foi recuperado pelo gel FC-09 (0,5%
PAR) apods estudo em pele lesionada. Isso significa que, na area de 2 cm? em que ocorreu a
difusdo do farmaco, foi recuperado o equivalente a uma dose de aproximadamente 3,5 mg/mL
de farmaco. Enquanto isso, apenas cerca de 90 pg de PAR foram recuperados apds a aplicacao
da pomada de 15% na pele lesionada. Esse valor equivaleria a uma dose de aproximadamente

270 pg/mL, compativel com o descrito na literatura'3”:13

como o ICso do farmaco para L (L.)
amazonensis, L (V.) brasiliensis e L (L.) infantum chagasi (todas entre 133,8 e 264,8 pg/mL,
porém, abaixo do ICoo para estas mesmas espécies (~966, ~430 e ~487 para L (L.) amazonensis,
L (V.) brasiliensis e L (L.) infantum chagasi, respectivamente).

Apesar de ndo ser possivel fazer uma extrapolagao direta entre os dados de concentragao
do farmaco na pele e a concentracdo inibitoria do fAirmaco nas espécies de Leishmania, €
possivel supor que esta possa ser uma das razdes pelas quais sdo necessarias concentracoes tao
altas de paromomicina nas formulagdes testadas atualmente, geralmente, em regimes de
associacdo com outros farmacos, inclusive!37!3%-143,

As formulagdes desenvolvidas neste trabalho foram bastante bem sucedidas por
possuirem um sensorial adequado e alcancarem niveis de deposicao da PAR estatisticamente
iguais, ou mesmo superiores aos do controle (pomada 15%), ainda que possuindo apenas uma
fracao de sua concentracdao. Assim, considerando que outras formulagdes (pomadas, cremes e
géis) com concentracdes similares as da pomada controle vém apresentando resultados

promissores em ensaios clinicos ao longo das ultimas décadas*##7-146-149

, € possivel assumir que
os géis FC-04 e FC-09 possam representar alternativas eficazes e até mais eficientes quando
comparados a estas formulagoes.

Além disso, por mais que a paromomicina nao possua custo muito elevado (em
comparagio aos outros agentes antileishmaniais?®!4), o custo de uma preparacdo contendo
15% de farmaco provavelmente sera superior ao de uma contendo 1%, mesmo levando-se em
conta a natureza e preco dos demais componentes da formulagao. Deve-se considerar, também,
que a reducdo da concentracdo do fAirmaco para concentracdes mais adequadas ao tratamento,
reduz as possibilidade do aparecimento de reagdes adversas, como vermelhidao, prurido e dor,
comumente relatados pelos pacientes em uso das apresentacdes topicas convencionais de
paromomicina’! 1434,

Por fim, o desenvolvimento de géis capazes de modificar seu estado fisico de acordo

com a temperatura e a possibilidade de modular essa temperatura de transicdo para a

temperatura da pele, abre caminho para a veiculacdo de formulac¢des por meio de um spray, por
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exemplo, que possibilitaria uma regulagem mais assertiva da quantidade (e, consequentemente,
dosagem) aplicada, em funcdo da quantidade de bombeamentos da valvula do spray. A
iontoforese, neste caso, poderia atuar como um adjuvante ao tratamento, por meio da aplica¢ao
de patches contendo solugdo de paromomicina a ser liberada sobre as lesdes no inicio do
tratamento, permitindo uma dose de ataque, que seria mantida com a aplicacdo do gel em

tempos previamente determinados.
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6. CONCLUSAO

O desenvolvimento de formas farmac€uticas mais adequadas para a liberagdo de
farmacos, de acordo com suas caracteristicas intrinsecas ¢ agdo esperada ¢ de extrema
importancia. Para tal, géis hidrofilicos de poloxamer contendo paromomicina foram
preparados, visando sua aplicagdo tdpica sobre lesdes cutaneas decorrentes de infec¢des por
Leishmania spp. Os géis mostraram-se adequados para aplicagdo topica em termos reologicos,
capazes de transitar entre os estados sol e gel de acordo com a temperatura, permitindo uma
gelificacdo in situ em fungdo da temperatura da pele. As formulagdes apresentaram grande
capacidade de penetracdo cutdnea em ensaios in vitro com modelos de pele integra e lesionada
e com capacidade de promover liberacao e penetragao entre 100 e 200 vezes superiores as da
pomada (controle). A aplicacdo da iontoforese como adjuvante ao tratamento mostrou-se
promissora e, analisando estes resultados, € possivel crer que o sistema proposto seria capaz de
desempenhar uma atividade superior aos demais na eliminagao do parasito, possibilitando uma

resolucao mais eficiente, menos invasiva e, espera-se que, com menores taxas de recidivas.
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