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RESUMO 

A leishmaniose cutânea (LC) é uma doença infecciosa de alta prevalência no Brasil, cujos 

tratamentos convencionais agregam fortes reações adversas em função da alta toxicidade dos 

compostos utilizados e vias de administração preconizadas. Estudos vêm testando a utilização 

da paromomicina (PAR), um antibiótico aminoglicosídeo, para o tratamento tópico das lesões, 

principalmente, sob forma de cremes, pomadas, géis, em concentrações que variam de 10 a 

20%. Devido às suas características físico-químicas, a PAR possui limitada penetração cutânea. 

Portanto, sua eficiência (bem como o custo do tratamento – fator extremamente relevante 

considerando o perfil socioeconômico da população mais afetada) poderia ser melhorada 

otimizando-se o sistema de liberação, de maneira a aumentar a penetração do fármaco na lesão, 

mesmo com uma menor dosagem incorporada na formulação. Deste modo, foi proposto o 

desenvolvimento de um sistema de liberação de PAR baseado em um gel termorreversível de 

poloxamer 407 contendo o fármaco. Foram obtidos géis fluidos em temperatura ambiente, mas 

que gelificam em temperaturas próximas às da pele. Isso permitiu a deposição de maiores 

quantidades de fármaco nas camadas cutâneas, em experimentos in vitro de permeação em pele 

de orelha porcina, tendo uma pomada de PAR 15% como controle. A deposição por estes géis 

chegou a aumentar mais de 100x quando testados em modelos de pele porcina lesionada (sem 

o estrato córneo), depositando quantidades superiores a 1 mg em uma área de apenas 2 cm². A 

utilização da técnica de iontoforese para potencializar a liberação do fármaco também foi 

avaliada, demonstrando ser uma interessante opção a ser utilizada, por exemplo, ao início da 

farmacoterapia, para a liberação de uma dose de ataque. Acredita-se, assim, que o uso 

concomitante desta técnica e a aplicação tópica do gel de paromomicina para a estabilizar as 

doses de manutenção, poderia agregar uma significativa melhora no desempenho do fármaco, 

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

 

Palavras-Chave: Leishmaniose cutânea; Paromomicina; Poloxamer 407; Penetração cutânea; 

Iontoforese. 
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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 cm². 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. INTRODUÇÃO 

A leishmaniose cutânea (LC) é 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 número real de novos casos entre 3 e 5 vezes maior1,2. Apesar de não apresentar risco 

direto de morte, a doença gera lesões cutâneas, costumeiramente em áreas mais expostas do 

corpo como rosto, braços e pernas que, além de servirem como “porta de entrada” para outras 

infecções, podem gerar deformidades, aumentando a estigmatização e agregando enorme 

prejuízo do ponto de vista psicológico e social para o paciente 3,4. 

De acordo com os dados compilados pela Organização Mundial da Saúde (OMS), o 

Brasil teve mais de 15 mil novos casos no ano de 2018, figurando entre os dez países que 

responderam por aproximadamente 90% dos casos de LC neste dito ano5,6. Estes dados 

reforçam a necessidade de se lançarem olhares para esta doença que é uma das mais importantes 

dentre as doenças negligenciadas e que ainda possui um tratamento muito aquém do esperado. 

O tratamento das lesões cutâneas da LC costuma ser baseado em função do risco-

benefício apresentado ao paciente, uma vez que as lesões tendem a ser autolimitadas e de baixa 

letalidade e a maioria das opções de tratamento agrega fortes reações adversas em função de 

sua alta toxicidade e posologia pouco confortável ao paciente. As opções atuais possuem 

administração, 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, não 

havendo alternativas de tratamento tópico atualmente disponíveis no mercado global 7–15. 

A escassez de novos fármacos capazes de tratar a leishmaniose com maior eficiência e 

menores efeitos adversos pode, porém, ser contraposta com o desenvolvimento de sistemas de 

liberação de fármacos mais adequados, como micro e nanopartículas poliméricas, 

encapsulamento em polímeros ou lipossomas, dentre outras estratégias. Essas alternativas 

permitem a utilização de fármacos sabidamente eficazes (e já utilizados em outros protocolos 

de tratamento) de forma mais eficiente, bem como possibilitam agregar características úteis à 

uma formulação para uso tópico, como maior adesividade à pele e mucosas, liberação 

controlada ou sustentada do fármaco e mesmo incorporar ativos cicatrizantes, por exemplo.  

A utilização destas linhas de desenvolvimento de novos medicamentos tendem a resultar 

em um aumento da eficiência do tratamento, possibilitando esquemas posológicos mais 

adequados e precisos, influenciando diretamente na adesão, resposta ao tratamento e na 

qualidade de vida do paciente. Isso porque, em alguns casos, alternativas de tratamento tópico 

das lesões cutâneas poderiam se tornar tão eficientes (se não mais) quanto as alternativas atuais 
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(em sua maior parte invasivas), e com a vantagem de oferecerem pouca ou nenhuma reação 

sistêmica – além da facilidade de administração 10,13,16–19.  

A paromomicina (PAR) é uma molécula já utilizada de forma oral no tratamento da 

leishmaniose e que, inclusive, vem sendo estudada para o tratamento tópico das lesões 

decorrentes da leishmaniose cutânea. A questão, porém, está no fato de que grande parte dos 

estudos feitos para se verificar o potencial da PAR por via tópica utilizam concentrações altas 

do fármaco (entorno de 15%), o que acarreta em custos mais elevados e um risco mais alto de 

reações adversas, além de não apresentarem um olhar mais técnico acerca do veículo utilizado7–

12,15. Por ser um fármaco altamente hidrofílico, a escolha de um veículo adequado para sua 

liberação faz-se necessária para que sua eficiência seja aumentada e este campo, até o momento, 

aparentemente foi pouco explorado. 

A incorporação da paromomicina em um sistema de liberação mais adequado poderia 

facilitar sua liberação no local de ação, melhorar sua absorção e possibilitar a redução da 

quantidade de fármaco na formulação reduzindo, consequentemente, a possibilidade de reações 

adversas e até, possivelmente, o custo do tratamento – a depender dos componentes e processo 

de fabricação envolvidos.  

Além do desenvolvimento de formulações mais adequadas, outra alternativa que pode 

contribuir para um aumento da eficiência da terapia farmacológica é a utilização de técnicas 

adjuvantes de promoção da penetração cutânea de fármacos. Um bom exemplo é a iontoforese. 

Esta é uma técnica de fácil execução, baseada na aplicação de uma corrente elétrica de baixa 

intensidade sobre o local a ser tratado, visando aumentar a penetração e/ou permeação de 

moléculas carregadas através da pele. Esta técnica, não-invasiva, é indolor e já é utilizada há 

décadas em diversos tratamentos, inclusive na aplicação de anestésicos em crianças, com 

bastante sucesso 20–24. Sua aplicabilidade neste caso em específico está no fato de poder 

promover uma melhora ainda mais significativa no tratamento tópico das lesões cutâneas, 

possibilitando o acesso de um tratamento mais eficiente, inclusive em regiões de difícil acesso 

a instalações de saúde mais bem estruturadas, uma vez que não necessita de grande treinamento 

ou equipamentos sofisticados. Além disso, devido às suas características físico-químicas, a 

paromomicina, que possui cinco grupamentos polares, seria uma candidata bastante adequada 

à aplicação da iontoforese. 

Assim, é possível perceber que, apesar da escassez de novos fármacos, ainda há campo 

para serem pesquisadas alternativas de tratamento mais viáveis, utilizando os compostos já 

existentes.
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVOS GERAIS 

Este projeto tem por objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar um gel termorreversível 

contendo paromomicina, visando sua aplicação tópica para o tratamento de afecções 

decorrentes da leishmaniose cutânea. Pretende-se, também, avaliar a influência da aplicação da 

iontoforese na melhora da capacidade de penetração e/ou permeação cutânea da paromomicina 

quando veiculada sob forma de uma solução tópica. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Desenvolvimento de sistemas de liberação contendo paromomicina em solução e em géis de 

poloxamer; 

• Caracterização dos géis obtidos quanto a características morfológicas e físico-químicas e 

estabilidade; 

• Avaliação in vitro da cinética de liberação da paromomicina a partir das formulações 

desenvolvidas; 

• Avaliação in vitro da capacidade de penetração do fármaco em pele porcina através das 

formulações desenvolvidas; 

• Avaliação in vitro da capacidade de penetração do fármaco em modelos de pele íntegra e 

lesionada através das formulações desenvolvidas; 

• Avaliação in vitro da viabilidade da aplicação da técnica de iontoforese em ensaios 

microbiológicos; 

• Avaliação do impacto da aplicação da iontoforese na capacidade de liberação e aumento da 

penetração da paromomicina em pele porcina, a partir de uma solução do fármaco; 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1. LEISHMANIOSE: ASPECTOS GERAIS DA DOENÇA 

A leishmaniose é uma doença infecciosa e de caráter não-contagioso, tendo sua 

transmissão para o ser humano feita de forma vetorial e estando presente em dezenas de países 

ao redor do globo, com maior incidência entre os das zonas tropicais e subtropicais. É causada 

por diversas espécies de protozoários do gênero Leishmania que atingem o sistema fagocítico 

mononuclear (afetando macrófagos, células dendríticas e outras), onde se reproduzem e 

disseminam pelo organismo.  

Os protozoários são transmitidos para o ser humano através da picada da fêmea de 

flebotomíneos, principalmente espécies dos gêneros Phlebotomus (África, Ásia e Europa) e 

Lutzomyia (Américas), vulgarmente conhecidos por “mosquitos-palha”, previamente 

infectadas ao picar e sugar o sangue de um outro humano ou animal reservatório já infectado – 

sendo os canídeos, felinos, algumas espécies de marsupiais (como gambás), roedores (como 

ratos e camundongos), cavalos e edentados (como tatus e tamanduás), os reservatórios mais 

comumente encontrados, seja em ambiente selvagem ou doméstico 7,14,15,25. O ciclo geral do 

protozoário pode ser conferido na Figura 1, a seguir. 

 

 

Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania sp. em humanos. Fonte: adaptado de CDC <http://goo.gl/h5Apj1>. 
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De um modo geral, do ponto de vista clínico, apesar de diferenças terminológicas e 

conceituais apresentadas em diferentes trabalhos e publicações oficiais a nível global7,15,25, a 

infecção em humanos pode ser dividida em três formas clínicas principais: a visceral, forma 

mais grave, podendo levar a óbito quando não tratada em tempo e adequadamente; a cutânea, 

forma mais prevalente dentre os tipos de leishmaniose (podendo ser localizada ou difusa) e a 

mucocutânea, forma que afeta principalmente a mucosa oral e do trato respiratório superior. A 

forma clínica com a qual a infecção se apresentará está relacionada com fatores como a espécie 

de Leishmania que originou a infecção, a existência de coinfecções e outros possíveis fatores, 

como fatores ambientais, características genéticas e condições imunológicas e fisiológicas do 

indivíduo infectado. 

3.2. LEISHMANIOSE CUTÂNEA 

3.2.1. Epidemiologia 

A leishmaniose cutânea (LC) é a forma clínica mais prevalente da doença em termos 

globais, respondendo por aproximadamente três quartos do total de casos de leishmanioses. 

Estima-se que entre 600 mil e 1 milhão de novos casos surjam todos os anos5,26,27. Cerca de 

75% dos casos novos registrados no mundo ocorrem em apenas 5 países: Afeganistão, Brasil, 

Irã, Iraque e Síria. Há, atualmente, entorno de 100 país endêmicos para a LC, colocando mais 

de 430 milhões de pessoas em situação de risco6,28. Nas Américas, a LC é o principal 

acometimento da chamada Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). 

A expansão de áreas urbanas e periurbanas para zonas rurais e florestais, além da 

elevada domesticação de animais, faz com que o parasito, seus vetores e reservatórios, sejam 

expostos cada vez mais ao contato com população geral26,29–31. Na América do Sul, há uma 

média anual de 54.950 casos reportados para LC. No ano de 2018 houve uma redução no 

número para 46.041, sendo que o Brasil respondeu por 34% destes, com 15.632 casos. Aqui no 

país, a LC é uma das apresentações ocorre por todo território, mas com maior intensidade na 

região Norte e em parte das regiões Centro Oeste (em especial, o estado de Mato Grosso) e 

Nordeste5,6. 

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

com média de 21.158 casos por ano32. 
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Figura 2: Mapa demonstrativo do Índice Composto de Leishmaniose Triênio  2016-2018. O mapa apresenta os 

casos das formas cutânea e mucocutânea, porém, 4,9% do total de casos correspondeu à esta segunda forma. Fonte: 

Informe Epidemiológico das Américas, OPAS6. 

Há entorno de 20 espécies de flebotomíneos do gênero Lutzomia reconhecidas como 

vetores da LC no Brasil. Os registros mais recentes de infecção listam as espécies L. (Viannia) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, como os principais agentes etiológicos 

da LC aqui no país1,6. 

3.2.2. Fisiopatologia e Características das Lesões 

Na forma cutânea, os primeiros sinais costumam surgir após um período de incubação 

que pode durar de duas a oito semanas aproximadamente (para algumas espécies de parasito e 

a depender do estado de imunocompetência do paciente, este período pode se prolongar por 

meses a anos). Em geral, são lesões bem demarcadas, no local da picada do inseto que se 

parecem, num primeiro momento, como  máculas que evoluem para pápulas ou nódulos 

pruriginosos no local da inoculação (com a possibilidade de lesões satélites), que podem, por 

sua vez, evoluir para úlceras rasas e pouco dolorosas, com formato ligeiramente ovalado ou 

arredondado, bordas firmes e elevadas, interior geralmente eritematoso, com diâmetro variando 

de poucos milímetros até alguns centímetros33,34. As úlceras costumam apresentar infiltração 

parasitária em suas bordas, sendo mais pronunciadas em lesões causadas pela infecção por L. 
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(L.) amazonesis. As bordas Estas lesões podem regredir e curar-se espontaneamente após meses 

ou anos, mas costumam deixar marcas e cicatrizes 7,11,12,14,15,25.  

A forma cutânea difusa, por sua vez, pode apresentar, após seu período de incubação, 

máculas, pápulas, nódulos e mesmo placas que podem se estender pelo corpo, principalmente 

nos membros e face, semelhantemente às lesões causadas pela hanseníase. As manifestações 

cutâneas desta forma não se curam espontaneamente e, apesar de responderem bem ao 

tratamento padrão no início, recidivas pouco responsivas ao tratamento são comuns 7,11–15. 

3.2.2.1. Interação Parasito-Hospedeiro 

O protozoário causador da leishmaniose, Leishmania spp. é 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 protozoários infectam as células e qual o papel dos 

tecidos adjacentes à infecção, porém, apenas há pouco começaram a ser melhor elucidados 35.  

O sucesso infecção por Leishmania está intimamente relacionado à capacidade de 

resposta imunocompetente do indivíduo e depende de uma série de eventos pré e pós sua 

instalação nas células do sistema imune (em especial, os macrófagos). Ao menos três destes 

eventos considerados determinantes já foram identificados: ação do sistema complemento, a 

adesão do parasito à membrana dos macrófagos e o processo de fagocitose pelos 

macrófagos14,29,30,36.  

Foi demonstrado que a existe uma grande interação entre o parasito e a matriz 

extracelular (MEC) no local da picada por onde os protozoários foram inoculados. Logo após 

a inoculação do parasito, há a ativação do sistema complemento – um dos principais agentes 

líticos e limitadores da instalação da infecção. Ele, porém, não é totalmente eficiente em função 

da presença de promastigotas metacíclicas, que são formas resistentes do parasito e que 

possuem mecanismos de defesa e fixação de componentes do complemento, além de interagir 

com diversos componentes da matriz extracelular, ainda no local da infecção. Nestes momentos 

seguintes à introdução do parasito no organismo, há uma alteração no arranjo da malha de fibras 

de colágeno tipo I (tipo mais presente na MEC) facilitando a movimentação e criação de bolsões 

de protozoários, que seriam uma etapa facilitadora para uma cadeia de reações que culminarão 

na internalização dos promastigotas pelas células do hospedeiro 35,37,38.  

Os promastigotas, nesse primeiro momento, ainda não estão prontos para serem 

fagocitados, pois necessitam de estímulos que só são obtidos com a presença dos macrófagos 

na região – ocorre uma relação quase paradoxal, uma vez que a mesma célula responsável por 
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conter a infecção é, também, responsável por possibilitar o amadurecimento do parasito até a 

fase em que este se torna resistente o suficiente para se deixar ser capturado pelo macrófago, 

mas não para sua destruição e, sim, para sua reprodução e perpetuação da infecção. 

Uma vez prontas para serem fagocitadas, as promastigotas metacíclicas, munidas de 

ligantes presentes na membrana do parasito, ativam moléculas do sistema complemento para 

facilitar a adesão e posterior fagocitose pelos macrófagos. No processo de fagocitose, o 

ambiente interno tóxico criado pelo macrófago para a destruição do parasito, com a produção 

de peróxido de hidrogênio e óxido nítrico força sua transformação, dentro do vacúolo 

parasitóforo, para a forma amastigota. Com a formação do fagolisossomo, uma série de outros  

mediadores químicos aumentam a toxicidade para o parasito que lança mão de diversos 

mecanismos de modo a viabilizar sua sobrevivência e reprodução dentro da célula 

hospedeira29,30,39. Dentro do fagolisossomo, os parasitos estão protegidos e livres para se 

reproduzir até que, em função do volume de organismos, rompe as membranas dos macrófagos 

e são liberados, gerando novas sinalizações inflamatórias, recrutamento de macrófagos e 

perpetuação da infecção40.  

3.2.3. Tratamento 

As lesões cutâneas 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 formação de grandes 

cicatrizes e queloides na região lesionada comprometendo, por vezes, a autoestima do paciente 

e sua aceitação social4,29,33. 

A maioria das opções de tratamento da leishmaniose cutânea agrega fortes reações 

adversas em função de sua alta toxicidade e posologia pouco confortável ao paciente. Dentre 

as opções de tratamento disponíveis estão a administração intravenosa, intramuscular ou 

intralesional de antimoniais pentavalentes (como o antimoniato de meglumina), a infusão 

intravenosa de anfotericina B, pentamidina (intramuscular ou intravenosa) e administração 

intramuscular e/ou tópica (em pomadas e cremes) de paromomicina (PAR)13,41,42. A duração 

dos tratamentos apresentados varia, com ciclos que podem durar de alguns dias até quatro meses 

em casos mais extensos ou de recidivas 8–10.  

Nas últimas duas décadas, estudos têm demonstrado que a administração de 

formulações tópicas de PAR pode surtir efeito bastante positivo na regressão e cura destas 

lesões9,11,43–47, mas nenhuma formulação foi devidamente incorporada nos protocolos de 
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tratamento oficiais atuais 9,10,13. Muitos destes estudos, inclusive, utilizam formulações 

farmacêuticas que talvez não seriam as mais adequadas para otimização da liberação do 

fármaco, utilizando bases pré-formuladas, sem um estudo mais aprofundado que demonstrasse 

sua adequabilidade. 

A utilização de formas farmacêuticas adequadas para a o tratamento e que respeitem as 

características intrínsecas do fármaco e da doença deve ser a base para a formulação de novas 

terapias e podem ser o diferencial entre o sucesso e o fracasso da terapêutica. Assim, acredita-

se que o desenvolvimento de novas propostas e sistemas de liberação tópica de fármacos, como 

a PAR, têm a real capacidade de melhorar o tratamento e, portanto, são uma interessante 

alternativa a ser trabalhada. 

3.3. PAROMOMICINA 

A paromomicina (PAR) (também chamada de aminosidina) é um antibiótico 

aminoglicosídeo (como a gentamicina e a amicacina). É derivada da bactéria Streptomyces 

rimosus paromomycinus e considerada como de amplo espectro de ação contra diferentes 

classes de protozoários e bactérias. Sua molécula (Figura 3) é bastante hidrossolúvel, possui 

cinco grupamentos amino e peso molecular de 615,5 Da. Estas características acabam limitando 

sua penetração na pele através do estrato córneo em função das características intrínsecas deste 

meio48–50 o que, por sua vez, acaba se tornando um fator limitante para o tratamento, exigindo 

que concentrações mais altas de fármaco sejam utilizadas na formulação de modo 

compensatório, para viabilizar a penetração de quantidades suficientes do composto para a 

manutenção de sua ação farmacológica51.   

 

 

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

A atividade da PAR varia na avaliação para diferentes espécies do gênero Leishmania 

e, inclusive, há discordâncias entre estudos ao longo das últimas décadas 46,52–56. Por vezes, a 

discordância e variabilidade nos resultados pode ser atribuída ao protocolo de teste utilizado 

(seja para in vitro quanto para in vivo) e não somente à espécie estudada. O estágio do 

protozoário também possui influência na sensibilidade ao fármaco, sendo que boa parte dos 

estudos indicam uma menor sensibilidade pelos protozoários em estágio intracelular 

(amastigotas) 53,54,56. 

Informações sobre a atividade in vitro (testada em culturas celulares) da PAR estão cada 

vez mais presentes na literatura, mas, como comentado acima, não há um consenso firmado. A 

atividade in vivo com modelos murinos também tem sido avaliada 10,56, porém, pouco se sabe 

até o momento sobre a correlação entre as características e alterações estruturais da pele quando 

infectada 35,37, e a interação com o fármaco, o que pode ser um ponto chave para se compreender 

como o fármaco poderia ser mais eficiente para o tratamento. 

3.3.2. Metodologias de Quantificação da PAR 

A PAR, assim como outros antibióticos de sua família, não possui grupamentos 

cromóforos, o que inviabiliza sua correta análise por cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC, do inglês, high pressure liquid cromatography), técnica de quantificação por 

separação, usualmente acoplada a um sistema de detecção é por ultravioleta ou fluorescência 

convencional. Nestes casos, um processo anterior, ou posterior à passagem do fármaco pela 

coluna de cromatografia deve ser feito. Este processo, chamado derivatização, consiste em 

lançar mão de uma ou mais reações químicas, para transformar um composto em outro (um 

derivado), melhor detectável, ao alterar grupamentos funcionais específicos da molécula inicial. 

 Outras técnicas também podem ser acopladas ao sistema de HPLC e também são 

passíveis de utilização na detecção e quantificação da PAR, como a utilização de colunas de 

troca iônica, por exemplo 57,58. Atualmente, porém, a opção mais interessante é a utilização da 

detecção por espectrometria de massas 59–62. Esta técnica, quando acoplada ao HPLC, 

possibilita a identificação e quantificação do composto desejado com alta sensibilidade e 

especificidade, podendo chegar na ordem de partes por bilhão (ppb), o que possibilita a 

possibilidade de identificação e quantificação a nível traço.  

A capacidade desta técnica se mostra bastante interessante à medida que poderá fornecer 

dados precisos sobre a quantidade de fármaco detectada em cada camada da pele após os ensaios 



11 

 

 
 

in vitro de permeação cutânea. Estes dados, juntamente dados microbiológicos da atividade 

leishmanicida, poderão indicar se as concentrações de fármaco nas diferentes camadas da pele 

seriam suficientes para eliminar os micro-organismos ali presentes. 

3.4. INCORPORAÇÃO DE PAR EM SISTEMAS DE LIBERAÇÃO 

Estudos indicam que, em casos de lesões não ulcerativas, ou seja, quando a pele 

permanece intacta, o uso de cremes contendo 15% de PAR e 10% de ureia, não foram efetivos 

63, enquanto outros apresentaram resultados positivos para formulações com algumas variações 

em sua composição e forma farmacêutica 8,41,64. Dados conflitantes como estes corroboram com 

a hipótese de que a o veículo utilizado pode estar interferindo na correta liberação do fármaco 

e, assim, impactando em sua atividade terapêutica. Desde modo, a incorporação da PAR em um 

sistema de liberação mais adequado poderia, inclusive, reduzir a quantidade de fármaco na 

formulação reduzindo, consequentemente, a possibilidade de reações adversas. 

Encontram-se descritos na literatura também formulações lipossomais de PAR 10,65,66 e 

em todos esses estudos foi verificado que a formulação lipossomal foi capaz de aumentar a 

penetração cutânea do antibiótico em pele de camundongos ou em pele de porco, estando a pele 

intacta ou não. No entanto, nota-se em todos eles que a eficiência de encapsulação do fármaco 

foi baixa. Ferreira et al. 65 obtiveram no máximo 41,9% de encapsulação enquanto Carneiro et 

al.10 obtiveram no máximo 13,9% de encapsulação em lipossomas de fosfatidilcolina de soja. 

Jaafari e colaboradores66 obtiveram a maior eficiência de encapsulação (aproximadamente 

60%). Apesar da paromomicina ser o fármaco mais barato dentre os compostos utilizados para 

o tratamento da leishmaniose, ele não é um fármaco barato43. Formulações lipossomais como 

as desenvolvidas costumam envolver também alto custo de produção, uma vez que os lipídeos 

utilizados tendem a possuir alto valor agregado. Além disso nenhum destes estudos chegou a 

avaliar a estabilidade dessas formulações. Muitas vezes condições especiais de armazenamento 

são necessárias. Por se tratar de uma doença negligenciada, que afeta muitas vezes uma 

população com baixo desenvolvimento socioeconômico, o custo do tratamento torna-se um 

fator relevante e que deve ser levado em consideração.  

Em função dos motivos citados acima, uma formulação simples, do ponto de vista de 

sua produção e aplicação, mas capaz de aumentar a penetração do fármaco seria ideal e a chave 

para se obter este tipo de formulação pode estar na utilização de biopolímeros para a produção 

de um gel aquoso, cujas características de gelificação podem ser moduladas de acordo com a 

necessidade de sua aplicação.  
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3.5. GÉIS TERMORREVERSÍVEIS 

Alguns polímeros possuem propriedades intrínsecas de modular suas cadeias em função 

da energia térmica acumulada no sistema. Como consequência, são capazes de alterar seu 

estado físico apresentando-se mais fluidos (sol), ou mais viscosos (gel) a depender da 

temperatura ou pH ao qual estão expostos, por exemplos. Os poloxamers são uma classe de 

polímeros que apresenta como característica a transição do estado sol-gel em função do 

aumento de temperatura e, por esta razão, são interessantes candidatos para formulações para 

gelificação in situ. 

3.5.1. Géis de Poloxamer 

Os poloxamers são copolímeros não-iônicos cujas propriedades (em especial as do 

chamado poloxamer 407) vem sendo bastante exploradas nas últimas duas décadas67–71. Este 

polímero, biocompatível, é capaz de formar hidrogéis termossensíveis que se apresentam 

liquefeitos em temperaturas ambiente, porém, gelificam-se na temperatura corporal. A alteração 

de seu estado sol-gel também pode ser induzida por alterações no pH do meio em que se 

encontra. Essa propriedade peculiar de transição tem garantido seu emprego como estrutura 

base para estudos de sistemas de liberação de fármaco em diversas interfaces, como pele e 

mucosas nasal, oral, anal e ocular, associado a outros biopolímeros para conferir características 

como mucoadesão, estimulação da cicatrização e outros 17,67,70–76.  

Essa particularidade dos poloxamers permite que sejam exploradas aplicações com as 

de formulações inicialmente líquidas, que gelificam no local de sua aplicação, em função da 

temperatura da pele, os chamados géis in situ69,70,72,74,77. Tal característica poderia ser de grande 

valia no desenvolvimento de um sistema para liberação baseado em dispersão, como um spray 

que, após a aplicação, gelificaria formando um filme, o que possibilitaria um maior controle da 

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

cremes. 

3.6. IONTOFORESE 

A utilização de técnicas adjuvantes, paralelamente ao tratamento tópico que pretende-

se desenvolver, pode ajudar a potencializar o efeito terapêutico da formulação, permitindo 

ajustes posológicos mais confortáveis e, inclusive, a possibilidade de se conseguir uma melhor 

relação 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 promoção de uma melhora 

ainda mais significativa no tratamento tópico destas lesões, com baixo custo e fácil aplicação, 

permitindo o acesso a um tratamento ainda mais eficiente, inclusive em regiões de difícil acesso 

20,51.  

A iontoforese é uma técnica já bastante fundamentada e descrita na literatura, cujos 

princípios datam do século XVIII e que,  nas últimas décadas, vem sido bastante descrita como 

mecanismo de auxílio para a liberação e permeação ativa de fármacos topicamente, inclusive 

em mucosas 23,78–82. Ela consiste da aplicação de uma corrente elétrica constante, contínua e de 

baixa intensidade (usualmente até 0,5 mA/cm2) para estimular a liberação cutânea de moléculas 

polares e carregadas que, de outra maneira, seriam incapazes de penetrar a pele 83. Para a 

aplicação da iontoforese num tecido, é necessário que haja um compartimento onde o fármaco 

será aplicado – em que será 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 fármaco servirá como um condutor de corrente 

através da pele 79,80,84.  

A iontoforese é uma técnica muito utilizada em diversos hospitais do mundo para a 

aplicação de anestesias locais pediátricas, justamente por ser uma técnica segura e indolor85. 

Para isso foram desenvolvidos dispositivos miniaturizados e portáteis de aplicação da corrente, 

alguns possuindo até mesmo desenhos e formatos de motivos infantis para evitar o 

estranhamento das crianças 85. Tais dispositivos poderiam, portanto, ser adquiridos pelo SUS 

por um custo relativamente baixo, trazendo benefício inquestionável para a saúde e bem-estar 

dos pacientes adultos, pediátricos e idosos. Ainda, o fármaco PAR é um ótimo candidato a ser 

transportado para a pele por meio iontoforese, uma vez que sua molécula é bastante hidrofílica, 

polar e cujos grupamentos amino tendem estar ionizados quando em soluções com pH 

fisiológico. 
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4. MATERIAIS & MÉTODOS 

4.1. MATERIAIS 

4.1.1. Fármaco e Reagentes 

Para o preparo das formulações (bem como para as todas as análises), foi utilizada a 

paromomicina (PAR), em forma de sulfato, da Apollo Scientific (Bredburry, Reino Unido). O 

poloxamer Kolliphor® P407, um copolímero não-iônico foi obtido da Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemanha).  

Para as análises de quantificação do fármaco, foi utilizado ácido fórmico ≥ 99% para 

LC-MS da J.T. Baker® (Deventer, Holanda) e acetonitrila LiChrosolv® ≥ 99,9% da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Toda água utilizada neste trabalho foi ultrapurificada em sistema de 

filtração Milli-Q® Direct 8, da Millipore (Illkirch Graffenstaden, França). 

Como meio receptor para os ensaios de permeação e liberação, foi preparado um tampão 

HEPES 25 mM isotonizado em pH 7,4 (ácido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfónico, 

sal sódico), adquirido da J.T. Baker (Pensilvânia, EUA). 

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

metodologia. 

4.1.2. Peles 

As peles utilizadas foram obtidas de orelhas retiradas de porcos logo após seu abate 

comercial (Frigorífico Sabugy, Planaltina, Brasil ou cooperativa de abatedouros CARRE, 

Rolle, Suíça).  

4.2. METODOLOGIA 

4.2.1. Método Analítico 

A paromomicina não é detectável quando observada por detectores baseados em análise 

de espectros de emissão/absorção na região de comprimento do UV-visível, ou fluorescência86 

– metodologias tidas como de primeira escolha em boa parte dos laboratórios. Neste caso, com 

base em alguns achados na literatura, a espectrometria de massas foi selecionada como método 

de detecção para o fármaco em questão. As análises do fármaco foram feitas utilizando a técnica 

de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS, do inglês liquid 
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chromatography tandem mass spectrometry), que é capaz de detectar compostos com base em 

seus pesos moleculares, via processos de ionização do(s) analito(s).  

4.2.1.1. Equipamentos e Parâmetros  

Para as análises, foram utilizados dois equipamentos diferentes, que operam de formas 

distintas, sendo um na Suíça, outro no Brasil. 

O equipamento utilizado no laboratório suíço (LC-MS-SZ, para referências futuras) 

consistia em um sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência acoplado a um detector do 

tipo massa-massa (UHPLC-MS/MS) composto por um cromatógrafo Waters Acquity 

UPLC®  (Baden-Dättwil, Suíça) dotado de bomba binária e amostrador automático, acoplado a 

um detector Waters XEVO® TQ-MS (Baden-Dättwil, Suíça) com fonte de ionização por 

electrospray (ESI, do inglês electrospray ionization). Os dados foram integrados e analisados 

utilizando o software Waters MassLynx®. 

O equipamento utilizado no laboratório brasileiro (LC-MS-BR, para referências futuras) 

consistia em um sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência acoplado a um detector de 

massas (UHPLC-MS), composto por um cromatógrafo Shimadzu Nexera XR (Quioto, Japão), 

dotado de duas bombas LC-20AD XR, amostrador automático SIL-20AC XR, forno para 

colunas CTO-20AC, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e espectrômetro de 

massas LCMS-2020, com fonte de ionização tipo ESI. Os dados foram integrados e analisados 

utilizando o software Shimadzu LCMS Solution Ver.5.60. 

Inicialmente, os parâmetros utilizados nos testes de desenvolvimento do método 

analítico foram inspirados nos trabalhos de Mokh e colaboradores 87,88, testando diferentes 

variações entre as concentrações de água e acetonitrila, com ou sem acidificação por ácido 

fórmico (AF), ou ácido trifluoroacético (ATF). As concentrações de água na fase móvel 

variaram de 50 a 95% (v/v).  

Parâmetros como volume de injeção, fluxo da fase móvel, temperatura da fonte de 

ionização, voltagem de cone e demais critérios referentes à espectrometria de massas também 

foram testados em diferentes arranjos. As faixas avaliadas estão apresentadas na Tabela 1, a 

seguir.  
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Tabela 1: Demonstrativo parâmetros e especificações utilizados no desenvolvimento da metodologia de 

identificação e quantificação da paromomicina por LC-MS nos equipamentos suíço (LC-MZ-SZ) e brasileiro (LC-

MS-BR). 

Parâmetro LC-MS-SZ LC-MS-BR 

Íon precursor (m/z) 616,3 616,3 

Modo de ionização ESI + ESI + 

Voltagem do cone (V) 2 - 100 2 - 100 

Energia de colisão (eV) 2 - 80 - 

Íon(s) fragmento (m/z) 324 e 163 455 

Temperatura da fonte (°C) 200 - 500 200 - 500 

Gás de Colisão N2 N2 

Fluxo da fase móvel (mL/min) 0,2 - 0,6 0,2 - 0,6 

Tempo de corrida (min) 5 - 10 5 - 10 

Volume de injeção (µL) 2, 4 e 8 2, 4 e 8 

Fase estacionária (coluna) 
LiChrospher® 100  

C 18 - 5 µm, 

4,0 x 125 mm 

Discovery®  
C18 - 5 µm,  

4,6 x 150 mm 

4.2.1.2. Preparo das Soluções Estoque 

O preparo das soluções de PAR também foi feito com base nos trabalhos de Mokh e 

colaboradores 87,88. Inicialmente, foram preparadas soluções-estoque de 100 ppm de fármaco 

em cada um dos seguintes diluentes: H2O acidificada com 0,1% AF; H2O acidificada com 0,1% 

ATF; solução de H2O:ACN (70:30) acidificada com 0,1% AF; e solução de H2O:ACN (70:30) 

acidificada com 0,1% ATF. As soluções-estoque foram posteriormente diluídas em seus 

respectivos diluentes até as concentrações de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0 e 4,0 µg/mL para 

viabilizar a curva-padrão. Há relatos de que aminoglicosídeos podem interagir com vidro 

quando expostas por longos períodos, portanto e como medida e precaução, logo após preparo, 

todas as soluções foram armazenadas em tubos plásticos (eppendorfs ou tubos falcon) e só 

entravam em contato com vidro no momento de suas análises, quando eram vertidas em frascos 

de vidro, próprios para utilização em cromatógrafos (vials) . 

4.2.2. Validação do Método Analítico 

Em função de parte projeto ter sido realizada durante o período de “doutorado 

sanduíche” do aluno em Genebra e do equipamento utilizado operar de forma diferente da do 

disponível no Brasil – apesar de também ser um sistema de cromatografia líquida acoplado à 

espectrometria de massas –, foram necessários dois métodos de análise distintos para a análise 
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da PAR e, portanto, foram feitas duas validações: uma no laboratório de suíço e outra no 

brasileiro.  

A metodologia de validação, porém, foi a mesma para os dois equipamentos, seguindo 

os parâmetros determinados pela ANVISA em sua RDC nº 27/201289, que determina os 

requisitos mínimos para a validação de métodos bioanalíticos. Complementarmente, foram 

consultadas a RDC nº 166/201790 (que dispõe sobre a validação de métodos analíticos) e o guia 

de procedimentos para validação analítica Q2(R1)91 do Conselho Internacional para 

Harmonização de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano (ICH, do inglês, 

International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 

Human Use).  

As validações foram feitas considerando-se os parâmetros de seletividade, linearidade, 

limites de detecção e quantificação, exatidão, precisão e quanto à capacidade de recuperação 

do fármaco a partir de amostras de matriz (frações de pele). 

4.2.2.1. Seletividade 

A seletividade de métodos de detecção baseados em espectrometria de massas se dá pelo 

próprio caráter seletivo intrínseco da técnica. Ao ser calibrado massas para o analito desejado, 

o espectrômetro de massas faz a varredura apenas de seu íon precursor e íons produto 

selecionados. Apesar da possibilidade de algumas moléculas possuírem uma m/z semelhante, 

seus padrões de fragmentação nunca serão iguais e, portanto, não aparecerão nas análises. Ao 

analisar os picos do espectro gerado, é possível conferir esses padrões únicos e isolar o analito 

dos possíveis interferentes para, então, quantificá-lo. A verificação da seletividade do método 

para a quantificação da paromomicina foi verificada a partir da análise e verificação da presença 

tanto do íon precursor 615,3, quanto dos íons fragmento 163, 324 e 455. A presença de todos 

estes íons nas amostras contendo paromomicina e a variação da intensidade de seus picos em 

função de variações nas concentrações de fármaco da amostra de modo linear permite inferir, 

com um bom grau de segurança, a seletividade do método.  

4.2.2.2. Linearidade e Curva Analítica 

A linearidade é o parâmetro responsável por indicar o grau de correlação entre os 

resultados das análises e a concentração do analito nas amostras, no caso, a concentração de 

paromomicina.  
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Para tal, foram montadas três curvas analíticas, que contemplavam as três soluções em 

que a paromomicina seria analisada: solução diluente, composta por água:acetonitrila (70:30, 

v/v + 0,1% AF), tampão HEPES 25 mM isotonizado (pH 7,4) e solução diluente contaminada 

com pele de orelha porcina (de modo a simular o meio extrator dos experimentos in vitro de 

permeação cutânea). As curvas analíticas foram preparadas seguindo do mesmo modo 

apresentado no item 3.2.1.2, bem como nas concentrações descritas: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0 e 

4,0 µg/mL.  

Todas as curvas foram feitas em triplicata. As áreas dos picos de cada amostra dentro 

das curvas foram correlacionadas às concentrações utilizando regressão linear, que se vale da 

equação: 

 

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 

     Equação I 

 

Onde, para os ensaios realizados, x (concentração do fármaco – variável dependente) é 

determinado em função do coeficiente linear (a), do coeficiente angular da reta (b) e da área do 

pico (y), a variável independente da equação. 

4.2.2.3. Limite de Detecção 

O limite de detecção (LD) corresponde à menor concentração do analito que seja 

detectável, porém, não necessariamente quantificável pela metodologia analítica empregada. 

Este valor pode ser determinado através da fórmula a seguir: 

 

𝐿𝐷 = 3,3 ×
 𝜎

𝐼𝐶
 

    Equação II 

 

Em que σ corresponde ao desvio padrão do intercepto com o eixo y a partir de três curvas de 

calibração contendo concentrações de PAR próximas ao suposto limite de detecção e IC 

representa a inclinação da curva de calibração (coeficiente angular). 
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4.2.2.4. Limite de Quantificação 

O limite de quantificação (LQ) corresponde à menor concentração de analito detectável 

e quantificável de forma confiável por meio da metodologia analítica empregada. De modo 

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

 

𝐿𝑄 = 10 ×
𝜎

𝐼𝐶
 

 Equação III 

 

Em que, do mesmo modo que o LD, σ corresponde ao desvio padrão do intercepto com o eixo 

y a partir de três curvas de calibração contendo concentrações de PAR próximas ao suposto 

limite de detecção e IC representa a inclinação da curva de calibração (coeficiente angular). 

4.2.2.5. Precisão 

As análises de precisão do método analítico contemplaram as avaliações da precisão 

intracorrida e precisão intercorrida. A precisão intracorrida, também interpretada como análise 

de repetibilidade, designa a avaliação feita entre amostras avaliadas em sequência, em um 

mesmo dia. As análises de precisão intercorrida contemplaram corridas realizadas em três dias 

distintos. Para cada análise foram feitas determinações dos seis pontos delimitados na curva 

analítica. Todos os pontos foram preparados em quintuplicata. 

A precisão foi verificada analisando-se o grau de concordância entre as amostras de cada 

ponto, expresso pelo coeficiente de variação, determinado pela equação: 

 

𝐶𝑉 = (
𝜎

𝑚
) × 100 

Equação IV 

Onde σ representa o desvio padrão entre os resultados de um dado ponto e m é a média dos 

valores obtidos em tais replicatas. Para ser considerado preciso, o método não pode apresentar 

valores de CV superiores a 15%, com exceção do limite inferior da curva, cuja desvio aceitável 

era de até 20%.  
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4.2.2.6. Exatidão 

A exatidão denota a capacidade do método analítico apresentar resultados que condizem 

com os valores teóricos (concentração nominal). As determinações foram feitas 

concomitantemente aos ensaios de precisão, valendo-se dos dados destas análises para sua 

verificação.  Para a exatidão (E%), expressa em função do erro padrão relativo (EPR), os valores 

não poderiam ultrapassar os 15% de variação, excetuando-se o limite inferior da curva, cuja 

desvio aceitável era de até 20%, de acordo com a equação a seguir: 

 

𝐸% =
(𝑐𝑚𝑒 − 𝑐𝑛)

𝑐𝑛
× 100 

Equação V 

 

Sendo cme o valor da concentração média encontrada determinada pelo método analítico e cn 

a concentração nominal, referente à concentração teórica do ponto. 

4.2.2.7. Ensaios de Recuperação 

Os ensaios de recuperação visam assegurar o isolamento da PAR nos ensaios em que as 

amostras a serem analisadas estejam em matriz biológica. No âmbito deste trabalho, essas 

amostras serão encontradas quando da realização dos ensaios de permeação. Para isso, foram 

adicionadas concentrações conhecidas de fármaco a amostras da matriz biológica trabalhada 

(pele de orelha porcina) em três concentrações distintas (0,25, 1,0 e 4,0 µg/mL). Em seguida, 

foram realizados os procedimentos de extração e quantificação do fármaco nestas dadas 

amostras. O resultado (R%) é expresso em função da diferença, em porcentagem, entre a 

quantidade de fármaco acrescentada e a quantidade recuperada após a extração, de acordo com 

a seguinte fórmula: 

 

𝑅% =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚𝑒𝑛𝑠𝑢𝑟𝑎𝑑𝑎

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙 
 

Equação VI 
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4.2.3. Estudos de Pré-Formulação 

4.2.3.1. Análises Térmicas 

De modo a caracterizar os padrões de degradação térmica, que podem ser utilizados para 

avaliar a estabilização do fármaco na formulação, foram realizados estudos de análise 

termogravimétrica (TGA, do inglês, thermogravimetric analysis), em um Shimadzu DTG-60 

(Quioto, Japão). A calorimetria diferencial de varredura (DSC, do inglês, differential scanning 

calorimetry) também foi empregada, utilizando um calorímetro Shimadzu DSC-60 Plus 

(Quioto, Japão). As análises foram realizadas com a paromomicina, o poloxamer 407 e com 

uma mistura física dos dois (1:1, p/p). 

Para os ensaios de TGA, aproximadamente 3 mg de cada amostra foram pesados em 

uma cápsula de platina e analisados sob atmosfera de nitrogênio (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 cápsulas 

de alumínio e analisadas em rampa aquecimento de 10 °C/min, no intervalo de 20 a 500 °C, 

sob atmosfera de nitrogênio (com fluxo de 50 mL/min). 

Os dados de ambos equipamentos foram obtidos e analisados pelo software TA-60, 

versão 2.21 (Shimadzu, Japão) sendo que, para as imagens da TGA, foram utilizados os dados 

de sua primeira derivada. 

4.2.4. Delineamento e Preparo das Formulações 

As formulações preparadas apenas com três componentes: o fármaco (sulfato de 

paromomicina), o polímero (Poloxamer P407) e água. 

Ao longo do processo de delineamento, diferentes arranjos entre os componentes da 

formulação foram testados, visando a obtenção de uma preparação estável e que se apresentasse 

fluida quando sob refrigeração e gelificada quando em temperaturas acima da temperatura 

ambiente (preferencialmente, próximas às da superfície da pele – cerca de 32 ºC). As duas 

principais abordagens utilizadas para a determinação da concentração de cada componente da 

formulação, foram a fixação de teores específicos de fármaco, com variações nas concentrações 

de polímero e a fixação de concentrações de polímero, com variações nas concentrações de 

fármaco. A água tinha a função de diluente nas formulações, portanto, sua concentração variou 

em função das concentrações de fármaco + polímero, 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 formulações, 

bem como os códigos designadores de cada piloto. 

Tabela 2: Modelo de delineamento das formulações com concentrações fixas do fármaco e variações crescentes 

do polímero até a razão de 1:1 (polímero:água, p/p). 

Código PAR (%) P407 (%) Água (%)    Código PAR (%) P407 (%) Água (%) 

FA-01 

2,5 

0,0 97,5    FB-01 

5,0 

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 25,0 72,5    FB-06 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 formulações com concentrações fixas do polímero (P407) e concentrações 

crescentes do fármaco (paromomicina), variando de 0,0% a 2,0%. 

Código PAR P407 (%) Água (%) 

FC-01 0,0 

18,0 

82,0 

FC-02 0,1 81,9 

FC-03 0,5 81,5 

FC-04 1,0 81,0 

FC-05 1,5 80,5 

FC-06 2,0 80,0 

FC-07 0,0 

15,0 

85,0 

FC-08 0,1 84,9 

FC-09 0,5 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 dispersão do polímero para a formação dos géis foi testada de duas formas: dispersão 

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

 

 

Figura 4: Diferentes técnicas para o preparo dos géis contendo a formulação e seus respectivos placebos. (A): 

processo de dispersão passiva, com o polímero sendo disposto sobre a solução e levado à refrigeração quando, por 

meio da gravidade e interações físico-químicas será solubilizado e (B): processo com dispersão ativa, por meio de 

agitação magnética e posterior solubilização sob refrigeração, overnight. Autoria própria. 

Não foi verificada influência entre o modo de preparo e o resultado do gel, portanto, 

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

4.2.5. Caracterização da Formulação 

4.2.5.1. Verificação do Comportamento Reológico 

Por se tratar de formulações semissólidas, mais especificamente géis, com capacidade 

de transição sol-gel em função da temperatura, a verificação do comportamento do 

comportamento das formulações fez-se necessária.  

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

Instruments, Delaware, EUA), acoplado a um cone de 50 mm de diâmetro e ângulo 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 superfície da placa. A altura do cone foi ajustada e o excesso de 

formulação, cuidadosamente removido. As análises foram feitas com o auxílio do software TA 

TRIOS. Foram avaliados três parâmetros principais: a região viscoelástica linear, a viscosidade 

aparente, e a temperatura de transição sol-gel (ponto de gelificação).  

4.2.5.2. Avaliação do pH e Condutividade 

O pH das preparações foi verificado utilizando um pHmetro Digimed DM-22 (São 

Paulo, Brasil). As aferições foram feitas em triplicata logo após o término do preparo das 

formulações. 

A condutividade das formulações foi aferida utilizando um condutivímetro GEHAKA, 

GC 1800 (São Paulo, Brasil). Assim como para o pH, a condutividade foi aferida em triplicata 

após a finalização do preparo dos géis. 

4.2.6. Estabilidade dos Géis 

Após a obtenção dos géis, estes foram avaliados quanto às suas características físico-

químicas (pH, condutividade), aspecto visual geral (cor, transparência e homogeneidade) e 

concentração do fármaco na formulação: diluição do gel em solução diluente das curvas de 

calibração e análise por LC-MS, comparando a concentração nominal (teórica) e a experimental 

(resposta em % da concentração nominal). Além disso, também foi realizado teste de separação 

de fases por centrifugação a 4000 rpm/10 min (KASVI K14-4000; Paraná, Brasil).  

A estabilidade das formulações foi avaliada ao longo de seis meses, de modo a traçar 

um perfil inicial destes géis, quando armazenados sob refrigeração.  

4.2.7. Perfil de Liberação in vitro da Paromomicina 

Os ensaios de liberação têm como premissa a avaliação da capacidade da formulação de 

liberar o fármaco contido em si, para o meio. Para que isso ocorra, o fármaco deve ser capaz de 

difundir-se através de uma membrana de diálise Fisherbrand® Regenerated Cellulose Dialysis 

Tubing (Fisher Scientific, Pensilvânia, EUA), que faz a interface entre os compartimentos 

doador e receptor da célula de difusão.  

Para estes ensaios, foram testadas as formulações que demonstraram estabilidade após 

preparo, bem como o fármaco em solução. Os testes foram realizados em uma célula de difusão 

do tipo Franz, modificada. Em seu compartimento doador, foram adicionados 500 µL da 
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formulação a ser testada. No compartimento receptor, foram adicionados 15 mL de tampão 

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 

água ultrapura em três ciclos consecutivos, para sua hidratação e remoção de possíveis 

impurezas do processo de fabricação. 

Após montagem da célula e adição das soluções doadora e receptora, as células foram 

dispostas em uma placa de agitação magnética com banho termostático a 32 °C ± 2 °C e, com 

o auxílio de barras magnéticas no interior dos compartimentos inferiores das células, as 

soluções receptoras ficaram sob agitação constante de aproximadamente 700 rpm, durante o 

período dos experimentos. 

O ensaio de perfil de liberação foi realizado ao longo de seis horas, com coletas nos 

tempos de 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos. Imediatamente após cada coleta, volume 

equivalente ao das alíquotas coletadas era reposto com tampão HEPES fresco, de modo a 

manterem-se os gradientes de concentração e fluxo ao longo do tempo. As amostras aliquotadas 

foram filtradas, diluídas em solução 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 Permeação Cutânea em Pele Íntegra 

Assim como nos ensaios de perfil de liberação, para os ensaios de permeação cutânea 

da PAR foram utilizadas as formulações que se mostraram estáveis e dentro dos parâmetros de 

seleção delimitados, bem como soluções de paromomicina em diferentes concentrações. A 

montagem das células de difusão para os ensaios de permeação se deu da mesma forma que 

para os ensaios de liberação (item 4.2.6.), diferindo-se quanto à interface doador/receptor que, 

nos testes de permeação, envolveram o uso de pele extraída de orelha porcina, ao invés de uma 

membrana celulósica. Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata (seis replicatas para 

cada formulação). 

4.2.8.1. Preparo das Peles de Orelha Porcina 

Inicialmente, as orelhas foram lavadas com água corrente em abundância, 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 excisão da pele em orelha porcina para ensaios de permeação cutânea in vitro. Fonte: 

DAMASCENO, 201892 

 

A pele da face externa da orelha foi, então, cuidadosamente excisada do restante da 

orelha, com o auxílio de bisturi. A hipoderme e resquícios de tecido adiposo foram removidos 

com o auxílio de tesoura cirúrgica e discos de pele de 32 mm de diâmetro foram recortados com 

o auxílio de uma lâmina circular e prensa hidráulica (Figura 6). Os discos foram envoltos 

individualmente em Parafilm®, ou filme plástico e armazenados em congelador (< -4 °C), 

podendo ser utilizados em até três meses. Previamente seu uso, os discos eram dispostos sobre 

papel absorvente embebido em solução salina 0,9% por 15 minutos para ambientação e 

reidratação.   

 

 

Figura 6: Discos de pele de orelha porcina recordados para ensaios de permeação cutânea in vitro. (A) Disco 

recortado logo após limpeza/preparo da pele; (B) Discos recém retirados do congelamento, ainda embalados. 

Fonte: registros do autor. 

4.2.8.2. Ensaios de Permeação Passiva 

Para os ensaios in vitro de permeação passiva de PAR, 15 mL de 500 µL da formulação 

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

difusão, sobre a face de pele exposta à área difusional,  tomando cuidado para recobrir toda a 
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pele exposta da forma mais homogênea possível. Os ensaios foram conduzidos em placa de 

agitação (a 700 rpm) magnética com banho termostático a 32 °C ± 2 °C. Os experimentos foram 

conduzidos por 6 horas sendo que, do compartimento receptor, foi retirada apenas uma amostra, 

após 360 min. Ao final do experimento, as células foram desmontadas, os discos de pele foram 

limpos com água ultrapura e delicada remoção dos resíduos com algodão embebido em água 

ultrapura. Após este procedimento, com o auxílio de uma faca circular de 16 mm de diâmetro 

e prensa hidráulica, a área difusional da pele (região exposta ao compartimento doador durante 

o experimento) foi recortada. Os novos discos (Figura 7), foram, então, individualmente 

picotados e colocados em um frasco contendo solução extratora (H2O:ACN, 70:30 + AF 0,1%), 

para a extração do fármaco retido na pele. 

 

 

Figura 7: Recorte da área difusional após os experimentos de permeação. Após seu recorte, os discos internos são 

picotados para facilitar a extração do fármaco retido. Fonte: registros do autor. 

A extração foi feita sob agitação magnética (300 rpm) por um período de 12 horas. Em 

seguida, as amostras foram filtradas e analisadas por LC-MS. 

4.2.8.2.1. Estudo de Biodistribuição da PAR pele 

Ao término do experimento de permeação, um segundo protocolo de preparo e extração 

da pele foi utilizado. Este protocolo permitiu a quantificação do fármaco em diferentes 

profundidades da pele possibilitando avaliar a capacidade de penetração do fármaco ao longo 

dos estratos cutâneos. 

Ao final da permeação, limpeza e recorte da área difusional das peles, um novo disco 

concêntrico, com diâmetro de 8 mm foi recortado, dentro da área difusional, utilizando o mesmo 

aparato de lâmina circular e prensa. Este disco menor foi, então, congelado em isopentano 

resfriado ao ponto de congelamento (-160 °C) por nitrogênio líquido. Para isso, o disco de pele 

foi fixado a um disco de cortiça com Tissue-Tek® O.C.T.® (composto que permite a fixação de 

amostras para crio-seccionamento). Um anel de plástico foi colocado ao redor do disco de pele 
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para evitar a compressão do tecido e permitir uma superfície plana. Essa técnica permite que 

toda a estrutura da pele permaneça íntegra93. Os discos foram, então, cortados em um criostato 

CryoStar® NX70 (Thermo Scientific, Reinach, Suíça), em 10 lâminas de pele de 40 µm cada. 

Cada lâmina foi acondicionada em seu respectivo eppendorf para posterior extração do fármaco 

conforme método de extração descrito no item anterior. 

4.2.9. Ensaios in vitro de Permeação Cutânea em Modelo de Pele Lesionada 

Uma vez que numa situação real de tratamento, as formulações serão aplicadas sobre 

peles lesionadas, sem o estrato córneo presente, avaliar as possíveis alterações nos padrões de 

penetração/permeação pode ser interessante para auxiliar na suposição do possível 

comportamento das formulações 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 remoção das camadas de estrato 

córneo, para posterior quantificação de um fármaco, ou outras análises. Porém, neste caso, o 

procedimento foi feito antes do ensaio de permeação, de modo a remover o estrato córneo – 

camada usualmente ausente em lesões cutâneas oriundas da leishmaniose, como as lesões 

ulceradas, por exemplo. 

Após o preparo inicial da pele conforme o item 4.2.7.1, os discos de pele foram 

colocados sobre uma placa acrílica, entremeados por um papel de filtro embebido com tampão 

HEPES pH 7,4, de modo a evitar o ressecamento cutâneo precoce ao longo do processamento. 

Fixando os discos à placa, foi colocado um molde de fita adesiva, previamente recortada com 

um círculo de 24 mm de diâmetro, delimitando a área do disco a ter o estrato córneo removido. 

Posteriormente à fixação dos discos e delimitação de suas áreas a serem lesionadas, dez 

pedaços de fita Scotch nº 845 Book Tape (3M, EUA) aderidos e retirados com movimentos 

únicos e alternância de direção, um após o outro. Em sequência, uma gota de cianoacrilato da 

marca Super Bonder (Loctite, São Paulo, Brasil) foi aplicada sobre a pele. Sobre a gota, um 

novo pedaço de fita adesiva foi colocado, levemente pressionado e removido em um movimento 

único e rápido (após a total polimerização do cianoacrilato). Este último procedimento foi 

realizado com duas fitas. 

Após o procedimento de remoção do estrato córneo, os discos de pele foram gentilmente 

limpos com água ultrapurificada e algodão, para a remoção de quaisquer vestígios de cola e, 

então, desafixados e colocados nas células de difusão para a realização dos ensaios de 
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permeação, conforme protocolo apresentado no item 4.2.7.2. Para cada formulação 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 próprio laboratório. 

Os cátodos – eletrodos negativos – são preparados a partir do depósito de AgCl em um 

fio de prata. Para isso, AgCl é fundido em cadinho de porcelana, com auxílio de um bico de 

Bunsen. Após a fusão, alças moldadas no fio de prata são mergulhadas no sal fundido (de duas 

a três vezes) até serem completamente recobertas por AgCl, conforme ilustração da Figura 8. 

 

 

Figura 8: Esquema de preparo do eletrodo negativo (cátodo) de cloreto de prata (AgCl). 1: fio de prata com alça 

moldada na ponta; 2: imersão da alça em AgCl fundido; 3: alguns segundos após a retirada da alça de prata do 

AgCl, o sal resfria e se solidifica, formando o eletrodo de AgCl. Fonte: ilustração adaptada de SÁ94. 

 

Já o preparo dos ânodos de prata – eletrodos positivos – é feito por meio de uma reação 

de oxirredução, catalisada por corrente elétrica, onde o eletrodo de AgCl é ligado ao terminal 

negativo de uma fonte geradora de corrente e mergulhado em um recipiente contendo solução 

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, então, é ligada e é aplicada uma corrente de 0,5 mA por 24 horas. 

Essa corrente, em meio salino, permite o transporte de elétrons e redução do cloreto de prata 

em prata metálica, formando o eletrodo de prata. 

 

 

Figura 9: Processo de redução do eletrodo de cloreto de prata (AgCl, negativo) para a obtenção do eletrodo de 

prata (Ag, positivo). Fonte: ilustração adaptada de SÁ94. 

4.2.10.2. Ensaios de Permeação Ativa (Iontoforética) 

Os ensaios de permeação ativa, utilizando iontoforese, foram realizados seguindo os 

mesmos moldes dos ensaios de permeação passiva, quanto ao preparo das peles, montagem das 

células e processamento das peles após o ensaio, para posterior extração do fármaco e análise 

quali/quantitativa. 

4.2.10.2.1. Esquema para Ensaios em Célula de Difusão 

Para os ensaios de permeação em células de difusão (do tipo Franz, modificadas), as 

células foram ligadas em série, com os ânodos (eletrodo de Ag) alocados nos compartimentos 

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

 

 

Figura 10: Esquema ilustrativo da aplicação de iontoforese em experimentos com células de difusão. As células 

são conectadas em série – com ânodos em vermelho e cátodos em preto – formando um circuito, em que os ânodos 
são alocados no compartimento doador e os cátodos, no receptor. Suportes são utilizados para que os eletrodos 

fiquem suspensos nas soluções, sem qualquer contato direto com peles ou membranas. Fonte: registros do autor. 
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Após a conexão de todos os eletrodos, a fonte é ligada e a amperagem é ajustada para o 

valor requerido pelo ensaio – usualmente, entre 0,1 e 0,5 mA/cm², a depender do teste. 

4.2.10.3. Esquema para Ensaios em Placa de Cultura 

A aplicação da iontoforese em placas de cultura necessita de adaptações metodológicas 

para evitar contaminação e assegurar que a presença do sistema não venha a interferir na 

atividade biológica do organismo, ou célula que está sendo cultivada.  

Para isso, ao invés de utilizar os eletrodos diretamente dentro dos poços de cultivo, 

foram preparadas “pontes salinas”, para viabilizar a passagem de corrente pelos poços do modo 

mais inerte possível. As ditas “pontes salinas” são pequenos cilindros flexíveis de gel de agarose 

a 3% em solução salina a 0,9%.  

Apesar de não serem reutilizáveis como os eletrodos de Ag/AgCl, seu custo de produção 

é muito baixo e seu preparo bastante simples, o que viabiliza a produção de uma grande 

quantidade de pontes e, por sua vez, ensaios com várias placas, simultaneamente – o que não 

seria financeiramente viável com os eletrodos convencionais, em função do custo da matéria 

prima. 

A preparação das pontes é feita em poucas etapas e o maior cuidado que se deve ter é 

com relação ao risco de contaminação, já que o gel é um potencial meio de cultura e que a ele 

não é adicionado qualquer tipo de conservante, uma vez que as pontes devem ser o mais inertes 

possível e estes compostos poderiam ser liberados da ponte durante os experimentos, 

interferindo nos resultados. Portanto, todas as soluções, utensílios e frascos utilizados devem 

estar esterilizados e todos os procedimentos que envolverem a exposição das soluções ou do 

gel ao ambiente, devem ser realizados dentro de uma capela de fluxo laminar, para reduzir os 

riscos de contaminação. 

Primeiramente, em recipiente adequado, a agarose é dispersa em solução salina 0,9%. 

Em seguida, a mistura é esterilizada em autoclave. Após ser retirada da autoclave e ainda 

quente, o gel fluido é sugado com o auxílio de uma seringa para o interior de uma cânula de 

silicone de 3 mm de diâmetro e aproximadamente 100 cm de comprimento. As pontas da cânula 

são, então, vedadas com Parafilm® e esta é levada à refrigeração por, no mínimo, 12 horas.  

Previamente ao início do experimento em placa, as cânulas são retiradas da refrigeração 

e dobradas em intervalos de 3 a 4 cm, de modo a delimitar o tamanho das pontes a serem criadas. 

Com uma seringa, solução salina 0,9% é, então, injetada na cânula, extrusando as pontes salinas 

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

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

 

 

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

 

Na placa de cultura, as pontes salinas são cuidadosamente colocadas conectando um 

poço, ao seu vizinho seguinte, formando um circuito em série (como apresentado na Figura 12). 

É necessário o cuidado de se evitar o contato de umas com as outras, uma vez que isso pode 

desviar a corrente, que não mais passaria pelo poço e, sim, pelo caminho mais curto, o ponto 

de contato entre as pontes. A primeira e última ponta do circuito ficam de fora da placa, em um 

recipiente contendo solução salina e o eletrodo correspondente, ligado à fonte. 

Nenhuma alteração nos protocolos de preparo das células foi necessária para os ensaios 

com aplicação de iontoforese, a não ser o escalonamento das culturas para placas de 24 poços 

– já explicado nos tópicos relativos aos protocolos de análise microbiológica. 

 

 

Figura 12: Esquema ilustrativo da iontoforese aplicada em placa de cultura, utilizando pontes salinas feitas de gel 

de agarose 3% em solução salina para carrear a corrente. Diferentes disposições das pontes podem ser utilizadas 

para a realização do experimento. Fontes: registros do autor. 
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4.2.10.4. Testes de Resistência à Aplicação de Corrente 

Um ponto importante a ser verificado, antes mesmo de se avançarem os experimentos 

envolvendo iontoforese, é avaliar se a simples passagem de corrente, no tempo e intensidade 

planejados para tais experimentos poderia, de alguma maneira, interferir nos ensaios – seja por 

degradação do fármaco, mudança no comportamento/morte das células e micro-organismos que 

entrarão em contato com a técnica, dentre outros possíveis acontecimentos. 

Para isso, o fármaco em solução e os macrófagos foram expostos à corrente pelo mesmo 

tempo dos experimentos, mas recebendo o dobro da corrente máxima utilizada em ensaios 

convencionais, de modo a simular um estresse superior ao que ocorreria em uma situação 

comum de experimento de iontoforese. A Figura 13 apresenta o teste sendo realizado e soluções 

de paromomicina a 1,0%.  

 

 

Figura 13: Esquema para teste de resistência à corrente por solução de paromomicina 1% a 1,0 mA por 6 horas. 

Ensaio realizado no laboratório de Genebra. Fonte: Registros do autor. 

 

Após a aplicação da corrente, a solução de paromomicina foi filtrada, diluída e 

quantificada por LC-MS e as concentrações encontradas foram comparadas com as 

concentrações quantificadas previamente ao início do teste. A viabilidade dos macrófagos após 

a aplicação da corrente foi verificada de acordo com o protocolo apresentado na seção 4.2.10 e 

os dados foram comparados com a viabilidade dos controles – que não receberam aplicação de 

corrente.   
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4.2.11. Ensaios Microbiológicos 

4.2.11.1. Determinação de Citotoxicidade em Macrófagos 

4.2.11.1.1. Cultura dos Macrófagos 

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 100×; Sigma®). O 

pH do meio foi ajustado para 7,2 e a cultura foi mantida a 37 °C e 5% de CO2. 

4.2.11.1.2. Ensaio de Citotoxicidade 

Inicialmente, a viabilidade dos macrófagos foi avaliada por meio de contagem em 

câmara de contagem Fuchs-Rosenthal, com solução de Azul de Tripan 0,2%. Após a contagem, 

as células foram aderidas em placa de 96 poços na concentração de 8 x 104 células por poço e 

mantidas por 24 horas a 37 °C e 5% CO2. 

4.2.11.2. Iontoforese em Estudos Microbiológicos: Estudo de Resistência à Corrente 

Para o ensaio de resistência à corrente, foi aplicada uma tensão maior que a tensão de 

trabalho proposta e por um tempo superior. Neste caso, foram aplicados 2,0 mA/cm², por 40 

minutos. Essa corrente é 4 vezes mais intensa que a corrente de trabalho usual, de 0,5 mA/cm². 

A aplicação da iontoforese foi a única etapa a mais adicionada aos protocolos de 

realização dos ensaios microbiológicos. Após o plaqueamento das células,  as pontes salinas 

foram cuidadosamente dispostas na placa, de modo a gerar o mínimo de perturbação no meio e 

com atenção para que uma ponte não mantivesse contado com outra(s), conforme técnica 

apresentada no item 4.2.9.3. 

4.3. ANÁLISE DOS DADOS 

Os dados quantitativos abordados neste trabalho estão apresentados como média ± 

desvio padrão das replicatas e foram trabalhados em dois softwares: GraphPad Prism® 8 

(GraphPad Softare, Inc) e OriginPro® 2020 (OriginLab Corporation) – este último utilizado 

apenas para a confecção dos gráficos dos ensaios de análise térmica. As diferenças 
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significativas entre os conjuntos de dados foram verificadas por análise de variância, com 

correção pelo teste de Tukey, para múltiplas comparações.  
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5. RESULTADOS & DISCUSSÃO 

5.1. DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO 

 A correta quantificação do fármaco, nas diferentes matrizes em que ele possa ser 

encontrado ao longo do estudo de desenvolvimento de novas formulações, é um fator 

imprescindível para o sucesso do trabalho. Desta forma, fez-se necessário o desenvolvimento 

de um método analítico capaz de quantificar adequadamente a paromomicina em matrizes de 

pele de orelha de porco, em soluções aquosas do fármaco, em diluições das formulações e em 

tampão (utilizado nos experimentos de permeação e liberação), sem sofrer influência dos 

interferentes presentes nas amostras. 

Como comentado anteriormente, aminoglicosídeos como a paromomicina não 

costumam ser bem detectados por detectores de UV-Visível ou Fluorescência, nem tampouco 

eluem bem em colunas cromatográficas de fase reversa (técnicas e aparatos mais comuns para  

este tipo de análise) em função de suas estruturas 87 e, inclusive a farmacopeia americana (USP, 

do inglês, United States Pharmacopeia) ainda recomenda um método microbiológico para a 

quantificação da paromomicina95, algo extremamente laborioso e inviável quando se pensa no 

volume de amostras que precisam ser analisadas em alguns experimentos – que podem chegar 

a centenas em estudos de liberação, por exemplo. 

Mesmo técnicas como a LC-MS, por vezes possuem limitações no que tange a 

quantificação direta destes compostos, o que faz com que tratamentos adicionais nas amostras, 

como derivatizações e etapas de extração do fármaco em fase sólida, sejam utilizados para 

permitir as análises por estes equipamentos88,95–97. Novamente, a falta de simplicidade no 

processo analítico para a quantificação do fármaco nas amostras pode acarretar na inviabilidade 

da execução de alguns experimentos98.  

Assim, procurou-se encontrar uma metodologia de análise capaz de quantificar as 

amostras com a necessária precisão e exatidão, mas demandando o mínimo de tempo e etapas 

possível entre a obtenção de uma amostra e sua referida análise. 

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

baseado nos trabalhos de Mokh e colaboradores87,88 e testado no equipamento do laboratório 

brasileiro (LC-MS-BR). Na ocasião, a primeira coluna cromatográfica testada já apresentou 

resultados satisfatórios com a fase móvel utilizada (H2O:ACN, 70:30 + 0,1% de AF), 

demandando apenas o posterior refinamento do método.  
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Infelizmente, em função de alguns fatores, em especial a configuração do equipamento 

do laboratório suíço (LC-MS-SZ) e a indisponibilidade de uma coluna cromatográfica igual ou 

similar à usada no método inicial, foi necessário o desenvolvimento de um novo método para 

as análises a serem realizadas no dado laboratório.  

O LC-MS-SZ contava com um programa que testava e, automaticamente, selecionava 

as melhores condições detecção do composto de interesse. Neste caso, cabia ao analisador 

“apenas” encontrar as melhores condições cromatográficas para o método: fluxo e composição 

da fase móvel, fase estacionária (coluna cromatográfica), tempo de análise e volume de injeção 

de amostra. Dentre estes parâmetros, a interação entre as fases móvel e estacionária pode ser 

destacada como o fator determinante para a correta eluição do fármaco até o analisador de 

massa, onde este será detectado. Na Figura 14, estão representadas as combinações entre as 

fases e móveis e estacionárias testadas a fim de se chegar a uma combinação ideal. 

 

 

Figura 14: Combinações entre fase móvel testadas no desenvolvimento do método de quantificação da 

paromomicina por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa para análises feitas no laboratório 

suíço. A combinação destacada foi a única que apresentou boas condições de reprodutibilidade e seguiu para as 

demais etapas de validação. Fonte: autoria própria. 

Para o LC-MS-SZ, o melhor arranjo entre fase estacionária e fase móvel foi com a 

coluna de LiChrospher 100 RP 18, que compartilha algumas semelhanças com a coluna 

utilizada no Brasil. A fase móvel, porém, precisou ter uma maior concentração de água.  

A Figura 15 apresenta picos do fármaco, bem como os parâmetros definitivos das 

metodologias de ambos os equipamentos. 



38 

 

 
 

 

Figura 15: Cromatogramas ilustrativos de um pico de paromomicina no equipamento suíço (acima) e brasileiro 

(abaixo), com suas respectivas especificações para o método de análise quantitativa por espectrometria de massa.  

Fonte: autoria própria. 

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 íons do espectrômetro 

e é por essa razão que foi possível realizar a quantificação do fármaco a partir de um íon 

fragmento (455), ao invés do íon precursor, em um equipamento que possui apenas um simples 

quadrupolo, como é o caso do LC-MS-BR. Neste caso, a dificuldade maior foi a de encontrar 

um íon que remetesse de forma seletiva a um possível fragmento da molécula precursora e que 

fosse estável o suficiente para manter sua taxa de fragmentação independente das concentrações 

de fármaco e matrizes analisadas.   

5.1.1. Seletividade 

Como comentado no item 4.2.2.1, a seletividade de métodos analíticos baseados em LC-

MS pode ser verificada pelo próprio caráter intrínseco da técnica, que apresenta como resultado 

das análises apenas os íons selecionados (quando fora do modo de análise em varredura) e 

suprime quaisquer outros sinais das outras espécies presentes99. Apesar da possibilidade de duas 

moléculas com o mesmo peso molecular coexistirem, os padrões de fragmentação e, 

consequentemente, os fragmentos oriundos de tais moléculas, dificilmente terão mesma razão 
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massa/carga (m/z)98–100. Além disso, antes da chegada do fármaco ao detector de massa, a 

amostra necessita correr pela fase estacionária do sistema de cromatografia líquida que é, por 

definição, uma técnica de separação de substâncias, o que reduz ainda mais a possibilidade de 

eluição simultânea de compostos presentes na amostra98,99.  

Estes fatores conferem alto grau de seletividade à técnica99, ao ponto em que a detecção 

do íon precursor e de seu respectivo fragmento em uma mesma amostra, sem deslocamento 

significativo dos picos em presença de diferentes matrizes (extrato de pele, tampão, etc.)101 

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

dada amostra. 

5.1.2. Linearidade e Curva Analítica 

A linearidade é um importante ponto a ser avaliado em metodologias de quantificação, 

uma vez que indica a capacidade do método em correlacionar de modo diretamente 

proporcional os valores obtidos pelas análises, com as concentrações das amostras (em uma 

dada faixa de concentração). 

De modo a se comprovar a linearidade do método proposto, foram preparadas curvas 

analíticas de paromomicina contemplando as concentrações de trabalho (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 

2,0 e 4,0 µg/mL) para ambos os equipamentos utilizados. As curvas foram preparadas em 

solução diluente (H2O:ACN, 70:30 + 1% AF), tampão HEPES e, também, em filtrado de pele 

extraído com solução diluente. Deste modo, foi possível avaliar o comportamento das curvas 

nos diferentes diluentes em que as amostras poderiam ser obtidas. 

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

possíveis, realizadas nos equipamentos dos dois laboratórios. 
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Figura 16: Triplicatas das curvas analíticas da paromomicina em solução diluente, tampão e extrato de pele 

diluídos nas concentrações de 0,25 a 4 µg/mL de fármaco. À esquerda, resultados das curvas no laboratório 

brasileiro e à direita, as do suíço. 

Com base nos gráficos apresentados, é possível afirmar que os métodos utilizados se 

apresentaram lineares ao longo de toda a curva analítica, conforme preconizado pela ANVISA89 

e recomendado pelo ICH91. 

5.1.3. Limites de Detecção e Quantificação 

O conhecimento dos limites de detecção (LD) é quantificação (LQ) do fármaco pela 

metodologia analítica aplicada são essenciais para que se tenha a segurança de que as amostras 

analisadas estarão em faixas de concentração detectáveis e devidamente quantificáveis pelo 

equipamento, evitando conclusões errôneas sobre as concentrações de fármaco presentes na 

amostra avaliada. 

As concentrações teóricas do LD e do LQ foram calculadas com base nas curvas 

analíticas preparadas e estão apresentadas na Tabela 4, a seguir. 
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Tabela 4: Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) da paromomicina dos três diferentes solventes utilizados 

nas análises: solução diluente de H2O:Acetonitrila (70:30 + 0,1% AF), tampão HEPES e extrato de pele diluído. 

Limites apresentados para os dois equipamentos utilizados. 

LD 

  
Diluente 

(µg/mL) 

Tampão  

(µg/mL) 

Pele 

(µg/mL) 

LC-MS-BR 0.066 0,060 0,068 

LC-MS-SZ 0.065 0,055 0,065 

     

LQ 

  
Diluente 

(µg/mL) 

Tampão  

(µg/mL) 

Pele 

(µg/mL) 

LC-MS-BR 0.200 0,189 0,212 

LC-MS-SZ 0.196 0,173 0,201 

 

Os valores encontrados para ambos os equipamentos, na ordem de algumas dezenas à 

poucas centenas de ng/mL são reflexo da alta sensibilidade do método analítico na detecção e 

quantificação de substâncias em muito baixas concentrações – algo determinante para ensaios 

como os de biodistribuição. Além disso, a similaridade entre resultados dos dois equipamentos 

demonstra a boa adequabilidade dos métodos, o que permite fazer comparações entre as análises 

feitas aqui (Brasil) e lá (Suíça) com segurança analítica. 

5.1.4. Precisão e Exatidão 

Os ensaios de precisão e exatidão servem para demonstrar a reprodutibilidade e a 

capacidade do método analítico em retornar valores de concentração fidedignos às 

concentrações reais de fármaco presentes nas amostras analisadas. 

A precisão e a exatidão foram analisadas simultaneamente, utilizando os mesmos seis 

pontos de concentração da curva analítica, o que possibilitou uma avaliação mais completa do 

que apenas os 5 pontos usualmente demandados89,91. Cada replicata foi preparada de forma 

individual, para cada dia. As Tabelas 5 e 6, a seguir,  apresentam os dados  de precisão e 

exatidão, intra e intercorrida para os dois espectrômetros utilizados. 

Não foram verificados pontos fora dos limites preconizados pela legislação vigente, que 

aceita desvios de até  15%, tanto para precisão, quanto para exatidão, a não ser para o limite 

inferior de quantificação, para o qual são aceitos desvios de até 20%. 
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Tabela 5: Dados de precisão e exatidão intracorrida e intercorrida no LC-MS-BR. 

DP: desvio padrão (5 replicatas), CV: coeficiente de variação. 

Dia 1 
Conc. 

(µg/mL) 

Média ± DP 

(µg/mL) 
Precisão (CV %) Exatidão (E %) 

 0.25 0.268 ± 0,0111 4.15 107.27 
 0.50 0.528 ± 0,230 4.35 105.61 

 0.75 0.74 ± 0,0115 1.56 98.68 
 1.00 0.992 ± 0,0126 1.27 99.15 

 2.00 1.946 ± 0,0464 2.39 97.28 

  4.00 4.027 ± 0,0988 2.45 100.66 

Dia 2     

 0.25 0.250 ± 0.0133 5.32 99.95 

 0.50 0.368 ± 0.0117 3.18 73.69 
 0.75 0.694 ± 0.0353 5.08 92.53 

 1.00 1.096 ± 0.0788 7.19 109.55 
 2.00 2.179 ± 0.0378 1.73 108.91 

 4.00 3.914 ± 0.0118 0.30 97.85 

Dia 3         

 0.25 0.299 ± 0.0241 8.06 119.70 
 0.50 0.507 ± 0.0165 3.26 101.40 

 0.75 0.764 ± 0.0310 4.06 101.89 
 1.00 0.941 ± 0.0701 7.45 94.11 

 2.00 1.961 ± 0.0431 2.20 98.04 

 4.00 4.028 ± 0.0901 2.24 100.69 

 

 

 

 

Tabela 6: Dados de precisão e exatidão intracorrida e intercorrida no LC-MS-SZ. 

DP: desvio padrão (5 replicatas), CV: coeficiente de variação. 

Dia 1 
Conc. 

(µg/mL) 

Média ± DP 

(µg/mL) 
Precisão (CV %) Exatidão (E %) 

 0.25 0.27 ± 0.0025 0.92 106.34 
 0.50 0.50 ± 0.0023 0.46 99.03 

 0.75 0.77 ± 0.0180 2.35 102.01 

 1.00 1.00 ± 0.0205 2.05 100.34 

 2.00 1.95 ± 0.0117 0.60 97.46 

  4.00 4.02 ± 0.0799 1.99 100.53 

Dia 2     

 0.25 0.27 ± 0.0064 5.32 106.94 
 0.50 0.49 ± 0.0066 3.18 98.64 

 0.75 0.75 ± 0.0244 5.08 99.71 
 1.00 1.03 ± 0.0208 7.19 103.10 

 2.00 1.96 ± 0.0467 1.73 97.88 
 4.00 3.96 ± 0.0497 0.30 99.10 

Dia 3         

 0.25 0.26 ± 0.0092 3.49 104.99 

 0.50 0.50 ± 0.0147 2.93 100.22 
 0.75 0.77 ± 0.0273 3.56 102.30 

 1.00 1.04 ± 0.0898 8.62 104.12 
 2.00 1.98 ± 0.0514 2.59 99.06 

 4.00 4.01 ± 0.0508 1.27 100.27 
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5.1.5. Recuperação do Fármaco 

A avaliação da recuperação do fármaco em matriz biológica demonstra a competência 

da solução extratora em remover o fármaco impregnado nas camadas da pele e viabilizar sua 

detecção e quantificação de forma eficiente.  

As análises feitas no Brasil, renderam taxas de recuperação de 103,2%, 92,1% e 88,4% 

para as concentrações de 0,25, 1,0 e 4,0 µg/mL, respectivamente. Já as análises no equipamento 

do laboratório suíço, renderam recuperações de 97,5%, 90,7% e 89,9%, para as mesmas 

concentrações de 0,25, 1,0 e 4,0 µg/mL, respectivamente.  

A recuperação acima de 100%, como no visto na recuperação da concentração de 0,25 

µg/mL no laboratório brasileiro, pode ser explicada pela evaporação de parte do solvente 

orgânico presente na solução extratora (H2O:ACN, 70:30 + 0,1% AF) ao longo do processo de 

extração, concentrando, modificando a proporção fármaco/solvente.  

Todas as concentrações recuperadas estiveram acima dos 80%, o que corrobora com os 

demais ensaios de validação em demonstrar a eficácia e eficiência do método analítico para a 

quantificação da paromomicina ao longo das etapas de validação.  

5.2. ESTUDOS DE PRÉ-FORMULAÇÃO 

5.2.1. Análises Térmicas 

Estudos de análise térmica são uma importante ferramenta para a verificação das 

características de degradação térmica dos compostos da formulação e se a mistura destes 

compostos acelera ou retarda os processos de degradação, o que é comumente interpretado 

como uma possível futura desestabilização, ou estabilização (respectivamente) dos 

componentes da formulação, em especial, do fármaco. As Figuras 20 e 21, a seguir, apresentam 

os resultados das análises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e de termogravimetria, 

respectivamente. 
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Figura 17: Análise 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 física (1:1, p/p) de ambos. As faixas em 

cinza destacam as regiões onde ocorrem os principais eventos térmicos da PAR, que se mantiveram quando em 

mistura. 

Na análise de DSC, a paromomicina apresenta três eventos endotérmicos, sendo o 

primeiro (entre 30,39 e 128,79 °C) devido à perda gradual de humidade em função de sua alta 

higroscopicidade86 e os dois seguintes (principais) à degradação por pirólise86,116. Estes eventos 

que ocorreram entre 230,84 e 245,9 °C, com pico em 236,61 °C; e entre 277,09 e 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 interação benéfica entre o fármaco e o polímero, 

levando a um retardo do início da decomposição da paromomicina, quando em mistura116.  

 

Figura 18: Primeira derivada das curvas de perda de massa das análises termogravimétricas (TGA) dos dois 
principais constituintes dos géis, a paromomicina (PAR) e o poloxamer 407 (P 407), bem como da mistura física 

(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), são 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 padrão, tendo em sua endoterma de degradação (em 393,72 

°C) a maior perda de massa (96,92%). Ao analisarmos a curva da mistura entre fármaco e 

polímero, feita da proporção 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 região 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 não houve antecipação da 

degradação dos compostos, quando em uma mistura, corroborando com os achados de DSC e 

indicando a provável compatibilidade do fármaco com o polímero testado.   

5.3. DELINEAMENTO DAS FORMULAÇÕES 

Apesar de utilizar apenas dois componentes, além da água, preparar uma formulação 

estável de paromomicina em gel de poloxamer 407 e capaz de gelificar em temperaturas 

próximas à da superfície da pele (± 32 °C), ou, ao menos, entre a temperatura ambiente padrão 

(25 °C) e a da pele foi bastante desafiador. 

Inicialmente, foram pensadas duas concentrações de paromomicina (2,5 e 5,0%) para a 

formulação dos géis. Apesar de serem concentrações menores do que as comumente verificadas 

na literatura para formulações tópicas de paromomicina27,46,47,102–104, boa parte destes estudos 

testaram as formulações em pacientes, ou em modelos animais sem um prévio estudo de 

permeação in vitro, que poderiam ajudar a avaliar a biodisponibilidade do fármaco. Além disso, 

a julgar as características da paromomicina (altamente hidrossolúvel) e das lesões cutâneas a 

serem tratadas (usualmente desprovidas de estrato córneo, que é um dos principais limitadores 

para a penetração de moléculas hidrofílicas na pele), não seria improvável considerar que as 

preparações testadas em outras publicações possuíssem concentrações de fármaco muito acima 

das necessárias, o que tende a contribuir não só com o encarecimento da formulação, quanto 

com a possibilidade de reações adversas, como irritações cutâneas que, em alguns casos, podem 

reduzir a adesão do paciente ao tratamento. 

Os primeiros modelos de delineamento das formulações pensados, possuíam 

concentração fixa de paromomicina, variavam as proporções de água e poloxamer 407 (vide 

Tabela 2, no Item 4.2.3). Essa abordarem não rendeu resultados satisfatórios, sendo que das 

formulações contendo polímero + PAR (2,5%), apenas as formulações FA-02 (5% P407) e FA-
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03 (10% P407) se apresentaram estáveis 24 horas após o final do preparo. Das formulações 

com polímero + PAR 5%, apenas a FB-02 (5% P407) mostrou-se estável. Com concentrações 

de poloxamer ≤ 10%, nenhuma das formulações apresentou gelificação, ou qualquer aumento 

de viscosidade em função do aumento de temperatura.  

Brugués e colaboradores96 obtiveram sucesso na obtenção de um gel de poloxamer 407 

(20%) e paromomicina (5%). A formulação FB-05 possuía essa mesma composição e, de fato, 

resultou em um gel homogêneo. Porém, mas após alguns dias em geladeira, a formulação entrou 

em processo de separação de fase, como boa parte das outras que apresentaram instabilidade 

(Figura 17). Diversos fatores podem estar envolvidos na não reprodutibilidade da formulação 

de Brugués, como a pureza das matérias-primas, ou outras questões como detalhes da técnica 

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

 

Figura 19: Formulação com separação de fases – evento de desestabilização mais comum entre as formulações 

preparadas. Fonte: Registros do autor. 

Com o insucesso da primeira abordagem em se obter formulações estáveis e com 

concentrações de polímero suficientes para a gelificação da formulação na faixa de temperatura 

desejada, novos testes foram necessários. Assim, uma diferente abordagem, agora com 

concentrações fixas de polímero e variações nas concentrações do fármaco, foi desenhada. Duas 

concentrações de poloxamer 407 que já haviam sido testadas em géis placebo, em etapas 

anteriores ao início do delineamento das formulações foram selecionadas: 15 e 18% e que 

possuíam temperaturas de transição dentro da faixa desejável. Nesta nova abordagem, 

concentrações ainda menores de fármaco foram testadas. Os resultados podem ser verificados 

na Tabela 7. 
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Tabela 7: Avaliação inicial das formulações preparadas com base na segunda abordagem de delineamento. As 

formulações ressaltadas apresentaram-se estáveis em período superior a 24 horas do término de seu preparo. As 

duas formulações com destacadas com preenchimento em verde foram selecionadas para prosseguir com os demais 

estudos do trabalho. 

Formulação PAR (%) P407 (%) 
Temp. de  

Transição (°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 não estável 

FC-06 2,0 18 não estável 

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 transição sol-gel foram avaliadas de forma visual e 

aproximada, utilizando termômetro de infravermelho e banho termostático. 

    

As formulações 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 concentração de fármaco para cada concentração de 

polímero testada. As formulações FC-10, 11 e 12 se mostraram estáveis, porém, mantiveram-

se como soluções ligeiramente viscosas ao longo de toda faixa de temperatura de transição 

desejada, não apresentando sinais de gelificação até temperaturas de aproximadamente 40 °C 

sendo, assim, desconsideradas. 

5.4. CARACTERIZAÇÃO DOS GÉIS DE PAROMOMICINA 

5.4.1. Aspectos Gerais das Formulações 

Ambas as formulações selecionadas (FC-04 e FC-09) podem ser descritas como 

soluções ligeiramente viscosas, inodoras, incolores, translúcidas e homogêneas quando em 

temperaturas abaixo da temperatura ambiente. Acima de sua temperatura de transição, as duas 

mantém-se inodoras, incolores, translúcidas e com aspecto homogêneo, porém, formam um gel 

firme, incapaz de escoar ao se inclinar o recipiente que os contém.  

Sobre a pele, logo após a aplicação, as formulações começam a gelificar e, após o 

término da transição, formam uma espécie de filme sobre a região da aplicação.  
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5.4.2. Verificação Comportamento Reológico 

Conhecer as características reológicas da formulação abre caminho para que as 

estratégias de aplicação do produto sejam delineadas com mais eficiência. No caso de sua 

veiculação em forma de spray, por exemplo, é importante saber se o frasco deverá ser mantido 

abaixo de uma determinada temperatura previamente à sua utilização para correta dispersão da 

formulação, ou o tipo de válvula mais adequada para a produção de um jato homogêneo em 

função da viscosidade do produto, por exemplo. 

Assim, as formulações selecionadas foram submetidas a estudos de comportamento 

reológico de modo a verificação de suas temperaturas de transição (Tsol-gel) e viscosidade 

aparente em diferentes temperaturas. O terceiro parâmetro citado na metodologia, “região 

viscoelástica linear” foi, na verdade, o primeiro parâmetro a ser estudado. Sua avaliação, em 

triplicata, permite determinar a faixa mínima da tensão de cisalhamento (gerada pela oscilação) 

suportada pelo gel sem que este apresente deformação – região em que o módulo de elasticidade 

da amostra (G’ – que indica a capacidade da amostra em armazenar energia) se apresenta linear, 

independente da tensão aplicada. Este é um dado importante, pois, para o estudo da viscosidade 

aparente e da temperatura de transição, é necessário indicar a força de cisalhamento que será 

aplicada pelo equipamento.  

Explicando de maneira bastante simplificada, o reômetro é capaz de determinar a 

viscosidade aparente e a Tsol-gel da formulação a partir da aplicação de sutis oscilações de seu 

aparato (o cone, no caso deste estudo) que está em contato direto com o gel, em uma área 

controlada105–108. Estas oscilações são realizadas com uma força 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 formulação vai alterando seu estado físico em função da temperatura, a resistência aos 

movimentos oscilatórios do cone varia. O equipamento capta estas sutis variações de resistência 

e utiliza estes dados para a avaliação do comportamento reológico da amostra. Assim, é 

imperativo que, antes de se avaliar os demais parâmetros, seja estudada a tensão que deverá ser 

utilizada, dado que uma tensão muito baixa pode não gerar alterações detectáveis pelo 

equipamento e uma tensão muito alta pode interferir na capacidade de resistência à oscilação, 

pela amostra. As Figuras 18 e 19, a seguir, apresentam gráficos indicando a região viscoelástica 

e a temperatura de transição para uma das formulações preparadas. 
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Figura 20: Gráfico representativo da região viscoelástica linear da formulação FC-09. 

 

 

Figura 21: Gráfico representativo do perfil reológico da formulação FC-04. O destaque em vermelho indica a 

intersecção dos módulos elástico (G') e viscoso (G"), que caracteriza o início do estágio de transição sol-gel. 

 

Os estudos de comportamento reológico foram realizados com as formulações FC-04 e 

FC-09. Os géis placebo referentes às formulações também foram analisados de modo a avaliar 

se a presença do fármaco poderia gerar algum tipo de alteração no comportamento das 

formulações. Os dados seguem representados na Tabela 8, a seguir. 
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Tabela 8: Resultado das análises de reologia dos géis com e sem fármaco. A temperatura de transição Tsol-gel foi 

interpretada como sendo a temperatura referente ao ponto no gráfico onde os módulos elástico (G’) e visco (G’’) 

se cruzam. Os dados de viscosidade aparente apresentados foram escolhidos para representar três diferentes 

condições de temperatura: uma abaixo da temperatura de transição (20 °C); a temperatura média da superfície da 

pele e o primeiro ponto de temperatura aferido logo após a fase de transição.   

Formulação 
PAR 

(%) 

P407 

(%) 

Transição Tsol-gel 

(°C) 

Viscosidade 

a 20 °C (cP) 

Viscosidade 

a 32 °C (cP) 

Viscosidade após 

gelificação (cP) 

FC-01 - 
18 

26,7 93,6 635.108 79.620 

FC-04 1,0 25,5 93,1 105.635 12.527 

FC-07 - 
15 

35,4 91,3 118,6 194.471 

FC-09 0,5 34,8 90,4 102,8 117.345 

 

Pelas análises, foi possível verificar que os valores de viscosidade aparente de todos os 

géis testados estiveram bastante próximos em temperaturas abaixo de suas respectivas 

temperaturas de transição sol-gel (entorno de 90 cP – o equivalente à viscosidade de um suco 

de frutas concentrado, por exemplo). Na temperatura média da superfície cutânea (± 32 °C), a 

apenas as formulações com 18% de polímero já haviam gelificado no equipamento, 

apresentando viscosidades na ordem de 105 cP (a título de comparação, um gel fixador para 

cabelos tem viscosidade entorno de 104).  

Aparentemente, a presença do fármaco na formulação produziu ligeira redução da 

temperatura de transição, bem como na viscosidade aparente em temperaturas abaixo da Tsol-gel 

das formulações. Após a gelificação, o impacto da presença do fármaco na viscosidade 

apresenta-se de forma mais expressiva, principalmente nas formulações com maior 

concentração de polímero e fármaco.  

Sabe-se que aditivos como sais, solventes polares e outros tipos de moléculas pode 

influenciar na estrutura e micelização dos géis de poloxamer, impactando em sua viscosidade 

e temperatura de transição109–111. As características físico-químicas da paromomicina, como sua 

alta hidrofilicidade, polaridade e disponibilidade para formar interações de hidrogênio112, por 

exemplo, podem ser alguns do fatores que influenciam nas características reológicas dos géis 

de poloxamer e isso poderia estar correlacionado com a desestabilização de géis, vista em 

algumas das formulações testadas na fase de delineamento. Apenas um estudo mais 

aprofundado envolvendo diversas técnicas, inclusive de quantificação e imagem, poderia ser 

capaz de validar tais suposições, mas, de qualquer modo, os géis FC-04 e FC-09 apresentaram 

características condizentes como proposto para o trabalho, possuindo perfil sensorial de acordo 

com o esperado. 
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5.4.3. Avaliação do pH e Condutividade 

Além de ser uma medida importante em formulações tópicas, em especial para aquelas 

que entrarão em contato direto com lesões (como é o caso das formulações deste trabalho), a 

avaliação do pH permite estudar a estabilidade das formulações ao longo do tempo. Eventos 

que ocorrem em escala microscópica, ou mesmo molecular e que inicialmente podem não ser 

verificados a olho nu, como dissociações iônicas e contaminação por micro-organismos, podem 

gerar alterações no pH da formulação sendo, muitas vezes, o primeiro indício de instabilidade 

da formulação. O pH também é de grande importância no que diz respeito à protonação da 

paromomicina (assim como de outras moléculas), que está relacionada com sua capacidade de 

se acoplar às subunidades de RNA – um dos mecanismos pelos quais acredita-se que o fármaco 

exerça sua ação. 

 

Tabela 9: Avaliação inicial do pH e condutividade das formulações. Ensaios em triplicata. 

Formulação pH 
Condutividade 

(µS/cm) 

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 formulações mostrou-se de acordo 

com o indicado para formulações cutâneas. Uma vez que o pH fisiológico destas áreas é 

ligeiramente ácido (entre 4,5 e 6,0113), utilizar formulações com pH similar reduz as chances de 

reações de estresse cutâneo, como irritações.  

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 ácido tendem a estar protonados, aumentando a disponibilidade 

de íons em solução e, portanto, a condutividade do meio114,115.  

 

5.5. ESTABILIDADE DOS GÉIS 

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

para avaliar, de modo preliminar, sua estabilidade em condições ideais de armazenamento 
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(refrigeração). O estudo foi feito ao longo de seis após o seu preparo, com amostragens a cada 

30 dias. Os resultados estão dispostos na Tabela 10. 

Tabela 10: Resumo dos resultados de estabilidade das formulações de paromomicina em gel de poloxamer 407. 

Análises feitas ao longo de 6 meses com amostras mantidas em geladeira. T: tempo em dias. 

FC-04               

Parâmetro T0 T30 T60 T90 T120 T150 T180 

Concentração (% da nominal) 98,6 98,9 98,8 99,1 99,8 100,4 101,2 

pH 5,35 5,33 5,38 5,35 5,29 5,31 5,43 

Condutividade (µS/cm) 627,1 625,8 629,2 631,4 630,3 642,0 639,9 

Aspecto visual de acordo com padrão? sim sim sim sim sim sim sim 

Separação de fases após centrifugação? não não não não não não não 

FC-09               

Parâmetro T0 T30 T60 T90 T120 T150 T180 

Concentração (% 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 (µS/cm) 409,4 403,3 405,2 408,3 407,6 408,8 408,0 

Aspecto visual de acordo com padrão? sim sim sim sim sim sim sim 

Separação de fases após centrifugação? não não não não não não não 

 

Ao longo deste estudo preliminar de estabilidade, não foram encontradas quaisquer 

alterações significativas nos parâmetros avaliados. As concentrações de PAR em gel acima de 

100% descritas no quinto e sexto mês da formulação FC-04, bem como sua leve tendência ao 

aumento em função do tempo (verificada pelas concentrações ligeiramente crescentes desde o 

T0), podem ter ocorrido em função da perda de água da formulação para o ambiente, o que 

geraria um discreta elevação na concentração do fármaco. Embora os géis estivessem 

armazenados tubos com tampa, essa possibilidade não deve ser descartada.  

5.6. ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS 

Apesar da iontoforese ser uma técnica utilizada há bastante tempo, até o presente 

momento, não há na literatura material que confronte se a aplicação direta, ou indireta da 

corrente, por si só, não poderia causar algum tipo de alteração nos macrófagos. Portanto, é 

importante verificar a citotoxicidade da aplicação de corrente nesta que é uma das principais 

células humanas envolvidas na infecção por leishmania.  

Assim, os ensaios microbiológicos realizados neste trabalho objetivaram avaliar a 

citotoxicidade da aplicação da iontoforese em macrófagos.  
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Os experimentos com macrófagos revelaram que não houve qualquer alteração em sua 

viabilidade após 40 minutos de aplicação de corrente a 2,0 mA/cm² (102% ± 14,2). Tendo em 

vista que a corrente proposta para aplicação neste trabalho é de 0,5 mA/cm², acredita-se que a 

técnica, então, seria segura para aplicação, no que diz respeito à citotoxicidade aos macrófagos.  

5.7. PERFIL DE LIBERAÇÃO 

Ao se desenvolver qualquer formulação que não seja administrada em vias com acesso 

direto à corrente sanguínea (como as intravenosas, por exemplo), um importante aspecto a ser 

verificado é a capacidade da formulação em liberar o fármaco para o meio em concentrações 

adequadas para sua atividade terapêutica. Em geral, isso deve ser avaliado em função de um 

determinado tempo.  

O perfil de liberação 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 solução aquosa de PAR a 5%. 

O resultado pode ser verificado no gráfico da Figura 22, que apresenta a % de fármaco 

que foi recuperada no compartimento receptor em relação à quantidade presente no doador. 
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Figura 22: Gráfico representativo do perfil de liberação da paromomicina pelos géis desenvolvidos e por uma 

solução-controle de paromomicina 5% em água. 

A paromomicina é uma molécula altamente hidrossolúvel (> 50 mg/mL) o que permite 

que haja uma difusão constante do fármaco presente no meio doador para a solução receptora, 

desde que obedecidas as sink conditions – o meio receptor deve garantir que, se todo o fármaco 

depositado no doador difundisse para o receptor, a concentração final na atinja 10% da 

solubilidade do fármaco, neste dado meio.  
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Em solução, as moléculas da PAR têm maior mobilidade e, portanto, maiores chances 

de entrar em contato com a membrana e difundirem-se para o meio receptor. Somando-se isso 

à garantia de fluxo positivo para o receptor em função da manutenção das sink conditions, a 

solução de paromomicina 5% teve fluxo de difusão crescente, atingindo cerca 90% liberação 

do fármaco 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 liberação, porém, mantendo-a 

constante, o que pode representar uma liberação controlada do fármaco, em função do tempo 

de aplicação. Ao longo de 6 horas, 32,98% (± 4,66) e 31,23% (± 3,06) do fármaco foram 

liberados para as formulações 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 PERMEAÇÃO DE PAROMOMICINA 

A utilização de pele porcina como modelo comparável à pele humana em ensaios in 

vitro já é prática bastante aceita e utilizada por diferentes grupos de pesquisa e desenvolvimento 

que estudam absorção de compostos pelas vias tópica e transdérmica117–119. Dentre as vantagens 

que podem ser citadas pela utilização deste modelo, estão o fato de ser um modelo barato, que 

não requer o abate do animal em função do experimento (as peles são oriundas de animais que 

já 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.120–127. Assim, 

a escolha deste modelo mostrou-se apropriada para avaliar, inicialmente, a capacidade de 

penetração e permeação da paromomicina nos sistemas desenvolvidos.  

As formulações preparadas foram avaliadas tanto no modelo de pele íntegra, quanto em 

um modelo experimental de pele de lesionada em que a orelha porcina teve seu estrato córneo 

removido por tape stripping (previamente aos ensaios). Ao longo dos experimentos iniciais, 

novas hipóteses foram surgindo e diferentes controles, como soluções e pomadas de PAR (base 

de vaselina líquida 10% + vaselina sólida 90%) foram utilizados de modo a se tentar traçar um 

perfil das características de penetração do fármaco, de acordo com variações de veículo, 

concentração e condições experimentais. A Tabela 11 compila todos os ensaios de permeação 

realizados e a quantificação das amostras. 
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 Tabela 11: Compilado das permeações de paromomicina em pele de orelha porcina lesionada ou não e de modo 

passivo, ou iontoforético. 

Preparação 
Tempo 

(min) 

Tipo de 

Permeação 

Condição 

da Pele 

PAR Permeada  

(µg) 

PAR Recuperada  

(µg) 

0,5% Gel (FC-09) 360 passiva íntegra < LD 15,89 ± 3,27 

0,5% Gel (FC-09) 360 passiva lesionada 694,97 ± 224,05 1162,68 ± 188,67 

0,5% Solução 360 i = 0,50 mA/cm² íntegra 1147,19  ± 239,83 392,85 ± 136,82 

1,0% Solução 360 passiva íntegra < LD 5,93 ± 0,46 

1,0% Solução 30 passiva lesionada < LQ 661,83 ± 40,83 

1,0% Gel (FC-04) 360 passiva íntegra < LD 16,72 ± 2,41 

1,0% Gel (FC-04) 360 passiva lesionada 6097,87 ± 1871,16 1791,14 ± 186,37 

1,0% Solução 360 i = 0,50 mA/cm² íntegra 5650,28 ± 1463,07 2286,09 ± 534,87 

1,0% Solução 360 i = 0,25 mA/cm² íntegra 2880,50 ± 919,41 367,84 ± 102,11 

1,0% Solução 360 i = 0,10 mA/cm² íntegra 1469,14 ± 248,49 404,52 ± 95,53 

1,0% Solução 10 i = 0,50 mA/cm² íntegra < LD 135,67 ± 35,29 

1,0% Solução 30 i = 0,50 mA/cm² íntegra < LD 261,58 ± 7,85 

1,0% Solução 30 i = 0,50 mA/cm² lesionada < LQ 1057,52 ± 155,62 

2,5% Pomada 360 passiva íntegra < LD 4,25 ± 0,90 

2,5% Solução 360 passiva íntegra < LD 41,16 ± 14,83 

2,5% Gel (FA-03) 360 passiva íntegra < LD 23,24 ± 7,55 

5,0% Solução 360 passiva íntegra < LD 374,66 ± 124,24 

15% Pomada 360 passiva íntegra < LD 7,21 ± 0,63 

15% Pomada 360 passiva lesionada < LD 89,30 ± 17,47 

* média ± desvio padrão de 6 replicatas 

i: permeação iontoforética (parâmetros da aplicação de corrente) 

LD: limite de detecção da paromomicina (< 0,066 µg/mL) 

LQ: limite de quantificação da paromomicina (< 0,2 µg/mL) 

 

Os dados da tabela serão discutidos nos próximos itens e representados nas Figuras 23, 

24 e 25. 

5.8.1. Permeação Passiva em Pele Íntegra 

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

estrutura cutânea, foram realizados experimentos de permeação passiva em pele íntegra, onde 

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

o fármaco quantificado. O resultado está apresentado na Figura 23, que segue. 
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Figura 23: Quantidade total paromomicina recuperada das peles após 6 horas de experimento de permeação 

cutânea passiva com diferentes formulações. ns: p > 0,05; * = 0,01 < p < 0,05. 

 

Após 6 horas de estudo foram recuperados da pele 5,93 µg (± 0,46) de paromomicina 

da solução de PAR 1%, quantidade ligeiramente inferior à da pomada a 15% (7,21 µg ± 0,63) 

e ligeiramente superior à da pomada a 2,5% (4,25 µg ± 0,90). Apesar das diferenças terem sido 

estatísticas (p < 0,05), as variações foram pouco significativas em termos práticos, em função 

das quantidades terem sido bastante pequenas. Sendo assim, pode se considerar que as três 

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 µg (± 3,27) e 

16,72 µg (± 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 após os ensaios com a pomada de PAR 15%, que continha 

concentração entre 15 e 30 vezes maior de ativo na formulação e foi usada como controle por 

ser uma das preparações mais comumente encontradas em estudos envolvendo administração 

tópica da paromomicina13,43,46,104.  

A quantidade recuperada de PAR pelas soluções de 1, 2,5 e 5% apresentou certa 

linearidade (y = 96,388x – 132,52; r² = 0,92), levando a crer que o fármaco penetre por difusão 

simples, obedecendo a um gradiente de concentração fisiologicamente determinado, o que 

explicaria as baixas quantidades recuperadas (< 1% do total aplicado), uma vez que o fármaco 

é altamente hidrofílico, encontra-se ionizado em meio aquoso e possui peso molecular superior 

a 500 Da, o colando fora dos parâmetros da chamada “regra dos 500 Daltons”48–50. Esta regra 
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indica que, de um modo geral, moléculas acima de 500 Da (e, em especial, as hidrofílicas e/ou 

carregadas) possuem maior dificuldade em atravessar o estrato córneo e alcançar as camadas 

mais profundas da pele. De acordo com a regra, compostos com gradiente de partição mais 

lipofílico e com peso molecular inferior aos ditos 500 Da conseguiriam penetrar pelo estrato 

córneo com mais facilidade, entremeando os corneócitos e queratinócitos, pelos espaços 

intercelulares.  

Veículos lipofílicos, como as pomadas, tendem a aumentar a penetração de fármacos 

hidrofílicos, uma vez que, além de gerar oclusão, possuem baixa afinidade a tais compostos, 

reduzindo o tempo de permanência do fármaco em seu meio e auxiliando em sua difusão pela 

superfície cutânea128,129. Isso, porém, não se viu refletido neste trabalho, possivelmente pelo 

fato de que as pomadas, dada sua alta densidade, dificultam a mobilidade das moléculas do 

fármaco pela ação da gravidade e, assim, apenas após a fusão do veículo sobre a superfície 

cutânea (processo bastante lento, dependendo da temperatura da pele e da composição da base), 

é que as moléculas hidrofílicas da paromomicina alcançariam o estrato córneo para iniciar sua 

difusão. Essa hipótese se fortifica ao se notar que as quantidades de paromomicina recuperadas 

pelas pomadas com 2,5% e 15% de fármaco foram praticamente as mesmas. Possivelmente, 

apenas as moléculas de PAR que estavam espacialmente mais externas na formulação e na 

região de interface da pomada com a pele é que foram capazes de difundir-se pela densa base 

lipofílica e chegar à superfície cutânea. 

De modo contrário, veículos hidrofílicos costumam retardar e controlar a liberação de 

moléculas hidrofílicas. O que se verificou, porém, foi que os géis preparados tiveram 

performance  expressivamente maior, principalmente se for considerado que os géis tinham 

concentrações entre 5 e 30 vezes menores que as de seus controles em pomada. 

O gel FA-03 também penetrou quantidades superiores às da pomada controle 

(aproximadamente 3x), porém, por ser uma formulação que não possuía transição para estado 

de gel, esta foi estudada apenas para investigar a possibilidade de se haver uma correlação entre 

a concentração do fármaco em gel e a quantidade recuperada, bem como verificado com as 

soluções. Tal correlação mostrou-se até mais linear que a das soluções (y = 3.8302x + 13.514; 

r² = 0,98), mesmo com os géis possuindo diferentes viscosidades entre si em função da 

concentração de poloxamer 407. Esta informação reforça a tese anteriormente levantada sobre 

a penetração da paromomicina ocorrer por um mecanismo de difusão simples, mediado por um 

gradiente de concentração fisiológico. 
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5.8.2. Permeação Passiva em Pele Lesionada 

Uma vez que a proposta deste trabalho é desenvolver sistemas para o tratamento de 

lesões cutâneas, isso significa que a pele não estará íntegra e, portanto, diferenças no padrão de 

penetração/permeação do fármaco podem ocorrer. No caso das lesões cutâneas resultantes da 

leishmaniose, umas das fases do desenvolvimento das lesões é a formação de lesões ulcerosas, 

onde não há mais a presença do estrato córneo, principal barreira cutânea à penetração de 

moléculas externas. 

Sendo este um dos principais limitadores para a penetração do fármaco, 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 permeação do fármaco em uma pele desprovida de tal camada 

de proteção. Este tipo de abordagem já foi sugerida e utilizada com sucesso em alguns trabalhos 

que careciam trabalhar com modelos similares121,130–134.    

Neste modelo, os ensaios foram limitados à estudos com os dois géis principais, a 

solução aquosa de paromomicina 1% e a pomada de paromomicina 15%. Também foi realizado 

um ensaio com solução de paromomicina 1% sob aplicação de corrente e que será 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 quantificação da PAR recuperada de amostras 

de pele íntegra e lesionada, após os ensaios de permeação passiva. 
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Figura 24: Comparativo entre as quantidades de paromomicina recuperadas após ensaio de permeação passiva 

em pele íntegra e lesionada ao longo de 6 horas, com exceção, apenas, da solução de paromomicina 1% no ensaio 

em pele lesionada, foi analisada após 30 minutos. ns: p > 0,05; * = 0,01 < p < 0,05. 
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A remoção do estrato córneo resultou em uma penetração entre 12 e 110 vezes a 

quantidade média de fármaco recuperada da pele íntegra. A performance da pomada foi a menor 

dentre as analisadas, mesmo estando em concentração 15 a 30 vezes maior que as outras 

amostras analisadas. Ainda assim, a ausência do estrato córneo permitiu a penetração de 12x 

mais fármaco por esta preparação. O destaque maior deste estudo, porém, vai para a solução de 

paromomicina 1% que, em apenas 30 minutos de permeação no modelo de pele lesionada, foi 

capaz de fazer penetrar uma quantidade em média 110 vezes maior que a mesma solução, em 

contato por 6 horas com a pele íntegra. Foram 661,83 µg (± 40,83) recuperados, o que equivale 

a ~ 13,2% do total de paromomicina depositado sobre a pele para a realização do experimento. 

Os géis também apresentaram performances bastante interessantes passadas as 6 horas 

de teste. Foram, aproximadamente, 1162,68 µg (± 188,67) e 1791,14 µg (± 186,37) de fármaco 

recuperados para os géis FC-09 e FC-04, respectivamente e que correspondem a uma liberação 

de 46,5% e 35,8% do fármaco total presente nas células. A liberação de um percentual maior 

do fármaco pelo gel FC-09 apesar de possuir metade da concentração deu-se, provavelmente, 

pelo fato da formulação ainda não ter finalizado sua transição sol-gel na temperatura em que as 

células de difusão foram mantidas (32 ± 1 °C), ao passo que o FC-04 já estava em estado de gel 

e, portanto, limitando a mobilidade das moléculas de fármaco na amostra.  

5.8.3. Ensaios de Permeação Passiva e Iontoforética em Pele Lesionada 

A iontoforese, como já abordado anteriormente, é uma técnica cujo conceito já era 

trabalhado ainda na virada dos séculos XVII. No entanto, somente no século XX que sua 

utilização começou a ser pesquisada com mais afinco no que tange o transporte de moléculas 

bioativas pela pele82,135,136.  

Para este trabalho, a ideia da utilização da iontoforese está focada na possibilidade de 

se utilizar a técnica para aplicar uma dose de ataque do fármaco, logo no início do tratamento, 

na intenção de acelerar a estabilização da concentração terapêutica, o que espera-se que resulte 

em uma redução do tempo de tratamento, com consequente melhora na adesão e um desfecho 

mais satisfatório. 

A paromomicina, quando em solução, apresentou excelentes taxas de penetração 

cutânea de forma passiva e em curtos períodos – especialmente quando o estrato córneo estava 

ausente. Para aplicação da iontoforese, a formulação é confinada em um compartimento. Assim, 

a solução seria a opção que possibilitaria a maior mobilidade das moléculas.  
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A Figura 25 apresenta os ensaios de iontoforese realizados, com concentrações de 0,5 e 

1,0% de fármaco em solução, aplicado tanto em pele íntegra, quanto em lesionada e sob 

diferentes regimes de tempo e corrente. 
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Figura 25: Recuperação da PAR em solução após ensaios de permeação. Diferentes concentrações de fármaco, 

intensidades de corrente e tempos de aplicação. Amostras analisadas com aplicação de iontoforese em pele íntegra, 

a não ser quando indicado o oposto. (P): ensaio passivo; (L): pele lesionada; ns: p > 0,05; * = 0,01 < p < 0,05. 

Ao analisar o gráfico, é possível perceber a influência da corrente na penetração da PAR 

de forma muito mais intensa que o tempo de exposição. Testes feitos com a corrente fixada em 

0,5 mA/cm² apresentaram, em 10 e 30 minutos, resultados bastante próximos (em alguns casos, 

sem qualquer diferença estatística) aos ensaios que correram por 6 horas, mas com intensidade 

de corrente mais baixa. Com apenas 10 minutos de aplicação da solução a 1% em pele íntegra 

e com corrente de 0,5 mA/cm², foi possível recuperar uma média de 135,7 µg (± 35,3) de 

paromomicina. A mesma solução, com 30 minutos de permeação em pele intacta praticamente 

dobrou a quantidade de fármaco penetrado (261,6 ± 7,9 µg). Ao observar a quantidade 

recuperada após 30 minutos de iontoforese (0,5 mA/cm²) em solução de PAR 1% sobre pele 

lesionada, vê-se que alcançou uma média de 1057,5 µg (± 155,6), concentração que supera em 

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

5.8.4. Ensaios de Biodistribuição 

De modo a verificar como se daria a penetração do fármaco através das membranas 

cutâneas foram realizados ensaios de biodistribuição, em que a pele é seccionada após o ensaio 

de permeação e cada porção é analisada individualmente.  
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Figura 26: Estudo de biodistribuição apresentando a quantidade de fármaco que foi recuperada nas diferentes 

profundidades da pele em função da área de aplicação. A ilustração à direita apresenta de forma aproximada a 

profundidade em que o fármaco foi recuperado. Fonte: Dados do autor, ilustração retirada de 

<https://bit.ly/2LulkwY>, com adaptações.  

De modo a simplificar a apresentação dos dados, apenas as cinco formulações mais 

relevantes para a discussão foram apresentadas da Figura 26.  

O fato deste ensaio ter sido realizado em pele íntegra possibilita visualizar de forma 

bastante clara o impacto do estrato córneo em limitar a penetração de agentes externos. Os testes 

de liberação 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 fármaco (teoricamente) liberado pela formulação foi capaz de atravessar o estrato 

córneo e penetrar na epiderme viável.  

Além disso, apesar dos modelos estatísticos revelarem pouca, ou nenhuma diferença 

significativa entre as formulações, no que tangem as quantidades de fármaco depositadas nas 

profundidades de pele avaliadas, é possível verificar que há uma tendência de valores 

ligeiramente maiores para o gel com 1% de paromomicina, em comparação às outras 

formulações, ao longo de todo o percurso da molécula rumo às camadas dérmicas mais 

profundas. 
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 Outro ponto interessante a ser reparado, diz respeito às quantidades de fármaco 

depositadas com o auxílio da iontoforese. Conforme apresentado nos tópicos anteriores, a 

solução de paromomicina a 1%, quando aplicada com o auxílio de iontoforese, possibilitou uma 

deposição total de cerca de 380 vezes a obtida de modo passivo. Verificou-se, também, que 

altas quantidades já estariam depositadas após apenas alguns minutos de aplicação da técnica 

(135,67  ± 35,29 µg em 10 minutos), demonstrando o quão eficiente a técnica pode ser como 

adjuvante à absorção de fármacos pela via cutânea, especialmente àqueles cujas moléculas são, 

ou possuem, grupamentos polares.  

Após alcançar a derme, rumo a profundidades superiores a 200 µm, a deposição de 

paromomicina parece estar em níveis constantes, pouco diferindo entre a composição do 

veículo, concentração inicial aplicada e o tipo de permeação (passiva/iontoforética). Isso talvez 

ocorra por limitações compartimentais (a região está “saturada” e não consegue comportar mais 

fármaco – seja por um impedimento bioquímico, físico ou outro), ou mesmo um gradiente de 

fluxo específico, por exemplo. Porém, essa é apenas uma hipótese, que necessitaria de uma 

análise mais ampla, com um maior número de secções, replicatas e com diferentes 

concentrações, veículos e fluxos de corrente para ser validada. 

A observação de dados como os apresentados neste trabalho demonstra a relevância de 

se realizarem estudos de liberação, permeação e biodistribuição no desenvolvimento de 

formulações, em especial as de uso tópico e transdérmico. Ao avaliar o perfil de biodistribuição 

é possível inferir os possíveis fatores relacionados às taxas de deposição e fluxo do fármaco 

através da pele, o que pode auxiliar (juntamente com dados de ensaios de atividade 

antimicrobiana) na determinação da concentração ideal do fármaco na formulação e da 

quantidade ideal de aplicação, possibilitando a redução de custos com matérias-primas e a 

otimização de processos de produção, bem como da posologia.  

De um modo geral, foi possível verificar que, tanto o veículo utilizado para a aplicação 

da paromomicina, quanto a aplicação da técnica de iontoforese impactaram diretamente na 

quantidade de fármaco depositada na pele, sendo que o último permitiu a deposição de 12 vezes 

mais fármaco em 1/12 do tempo, via uma preparação que continha 15 vezes menos fármaco 

(comparação entre a deposição alcançada pela solução de paromomicina 1% testada por 30 min 

com aplicação de 0,5 mA/cm² e a pomada de paromomicina 15% testada por 6 horas, ambas 

em modelo de pele lesionada).  

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

recuperação da paromomicina, após ensaio de permeação, possuíam aproximadamente 0,3 mL 
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de volume (333 ± 20,9 mm³) e mais de 1 g de fármaco foi recuperado pelo gel FC-09 (0,5% 

PAR) após estudo em pele lesionada. Isso significa que, na área de 2 cm² em que ocorreu a 

difusão do fármaco, foi recuperado o equivalente a uma dose de aproximadamente 3,5 mg/mL 

de fármaco. Enquanto isso, apenas cerca de 90 µg de PAR foram recuperados após a aplicação 

da pomada de 15% na pele lesionada. Esse valor equivaleria a uma dose de aproximadamente 

270 µg/mL, compatível com o descrito na literatura137,138 como o IC50 do fármaco para L (L.) 

amazonensis, L (V.) brasiliensis e L (L.) infantum chagasi  (todas entre 133,8 e 264,8 µg/mL, 

porém, abaixo do IC90 para estas mesmas espécies (~966, ~430 e ~487 para L (L.) amazonensis, 

L (V.) brasiliensis e L (L.) infantum chagasi, respectivamente).  

Apesar de não ser possível fazer uma extrapolação direta entre os dados de concentração 

do fármaco na pele e a concentração inibitória do fármaco nas espécies de Leishmania, é 

possível supor que esta possa ser uma das razões pelas quais são necessárias concentrações tão 

altas de paromomicina nas formulações testadas atualmente, geralmente, em regimes de 

associação com outros fármacos, inclusive137,139–145. 

As formulações desenvolvidas neste trabalho foram bastante bem sucedidas por 

possuírem um sensorial adequado e alcançarem níveis de deposição da PAR estatisticamente 

iguais, ou mesmo superiores aos do controle (pomada 15%), ainda que possuindo apenas uma 

fração de sua concentração. Assim, considerando que outras formulações (pomadas, cremes e 

géis) com concentrações similares às da pomada controle vêm apresentando resultados 

promissores em ensaios clínicos ao longo das últimas décadas44,47,146–149, é possível assumir que 

os géis FC-04 e FC-09 possam representar alternativas eficazes e até mais eficientes quando 

comparados à estas formulações.  

Além disso, por mais que a paromomicina não possua custo muito elevado (em 

comparação aos outros agentes antileishmaniais26,146), o custo de uma preparação contendo 

15% de fármaco provavelmente será superior ao de uma contendo 1%, mesmo levando-se em 

conta a natureza e preço dos demais componentes da formulação. Deve-se considerar, também, 

que a redução da concentração do fármaco para concentrações mais adequadas ao tratamento, 

reduz as possibilidade do aparecimento de reações adversas, como vermelhidão, prurido e dor, 

comumente relatados pelos pacientes em uso das apresentações tópicas convencionais de 

paromomicina9,11,43–46.  

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

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

temperatura da pele, abre caminho para a veiculação de formulações por meio de um spray, por 
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exemplo, que possibilitaria uma regulagem mais assertiva da quantidade (e, consequentemente, 

dosagem) aplicada, em função da quantidade de bombeamentos da válvula do spray. A 

iontoforese, neste caso, poderia atuar como um adjuvante ao tratamento, por meio da aplicação 

de patches contendo solução de paromomicina a ser liberada sobre as lesões no início do 

tratamento, permitindo uma dose de ataque, que seria mantida com a aplicação do gel em 

tempos previamente determinados. 
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6. CONCLUSÃO 

O desenvolvimento de formas farmacêuticas mais adequadas para a liberação de 

fármacos, de acordo com suas  características intrínsecas e ação esperada é de extrema 

importância. Para tal, géis hidrofílicos de poloxamer contendo paromomicina foram 

preparados, visando sua aplicação tópica sobre lesões cutâneas decorrentes de infecções por 

Leishmania spp. Os géis mostraram-se adequados para aplicação tópica em termos reológicos, 

capazes de transitar entre os estados sol e gel de acordo com a temperatura, permitindo uma 

gelificação in situ em função da temperatura da pele. As formulações apresentaram grande 

capacidade de penetração cutânea em ensaios in vitro com modelos de pele íntegra e lesionada 

e com capacidade de promover liberação e penetração entre 100 e 200 vezes superiores às da 

pomada (controle). A aplicação da iontoforese como adjuvante ao tratamento mostrou-se 

promissora e, analisando estes resultados, é possível crer que o sistema proposto seria capaz de 

desempenhar uma atividade superior aos demais na eliminação do parasito, possibilitando uma 

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