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RESUMO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozodrios do
género Leishmania. Os medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento
sdo antimoniais, anfotericina B, paromomicina e miltefosina, todos com
limitagbes. Como alternativa aos farmacos convencionais foi demonstrada
atividade antileishmanicida de um nitroimidazol, de baixa solubilidade em &gua,
o fexinidazol (FEX). Para incorporagéo de FEX foi desenvolvido um sistema auto
emulsionavel de liberagéo de farmacos (em inglés, self emulsifying drug delivery
systems, SEDDS) que é um sistema administrado por via oral. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um SEDDS contendo FEX, caracterizar e avaliar a
eficacia de SEDDS FEX para utilizacdo no tratamento da leishmaniose visceral
experimental. Apos estudo de solubilidade do FEX em diversos excipientes
desenvolveu-se uma formulagdo composta por Tween 80®, Span 80®, Kolliphor
RH 40® e triglicérides do &cido caprico caprilico. SEDDS FEX 10 mg/mL
apresentou-se como liquido amarelado, limpido. Apés diluicdo em agua gerou
nanoemulsdo com tamanho médio de particula 79 + 3 nm, indice de
polidisperséo (IP) 0,237 + 0,016, potencial zeta -21,9 + 4,5 e em fluido gastrico
simulado pH 1,2 (94 £ 9 nm) e fluido intestinal simulado pH 6,8 (97 = 2 nm), sem
precipitacdo de FEX na avaliacdo por microscopia o6tica de luz polarizada. A
formulacdo apresentou-se robusta a diluicdo com tamanhos de particula médio
de81+3nm,78+1nm,88+4nme 86+ 3nm, quando diluido 100, 200, 500
e 1000 vezes em agua, respectivamente. Para estudos de eficacia
antileishmania, o tratamento de camundongos infectados por Leishmania
infantum com SEDDS FEX na dose de 50 mg/Kg/dia foi o Unico que levou a uma
reducdo significativa da carga parasitaria (p <0,05) quando comparado aos
grupos SEDDS branco e controle, nos dois avaliados 6rgdos (baco e figado) em
10 dias. Nao houve aumento da permeabilidade intestinal nas condi¢cdes de
teste. Esses achados sugerem que o SEDDS FEX pode ser uma alternativa oral

promissora para o tratamento da leishmaniose visceral causada por L. infantum.

Palavras-chave: fexinidazol; leishmaniose visceral; sistema auto-emulsionavel

de liberacéo de farmacos.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania. The drugs currently available for treatment are antimonials,
amphotericin B, paromomycin and miltefosine, all with limitations. As an
alternative to conventional drugs was demonstrated antileishmanicidal activity of
a nitroimidazole, with low solubility in water, fexinidazole (FEX). For FEX
incorporation, a self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) was developed,
which is an orally administered system. The objective of this work was to develop
a SEDDS containing FEX, to characterize and evaluate the effectiveness of FEX
SEDDS for use in the treatment of experimental visceral leishmaniasis. After
studying the solubility of FEX in different excipients, a formulation composed of
Tween 80®, Span 80®, Kolliphor RH 40® and caprylic caprylic acid triglycerides
was developed. FEX SEDDS 10 mg/mL appeared as a clear, yellowish liquid.
After dilution in water the nanoemulsion have mean particle size 79 + 3 nm,
polydispersion index (IP) 0.237 + 0.016, zeta potential -21.9 £+ 4.5 and in
simulated gastric fluid pH 1.2 (94 £ 9 nm) and simulated intestinal fluid pH 6.8 (97
+ 2 nm), without FEX precipitation in the evaluation in the evaluation by polarized
light optical microscopy. The formulation was robust to dilution with mean particle
sizesof 81 +3nm, 78 £ 1 nm, 88 + 4 nm, and 86 + 3 nm, when diluted 100, 200,
500 and 1000 times in water, respectively. For studies of antileishmania activity,
the treatment of mice infected with Leishmania infantum with FEX SEDDS at
dose of 50 mg/Kg/day was the only one that led to a significant reduction in the
parasitic load (p <0.05) when compared to the white and control SEDDS groups,
in the two evaluated organs (spleen and liver) in 10 days. There was no increase
in intestinal permeability under the test conditions. These findings suggest that
SEDDS FEX may be a promising oral alternative for the treatment of visceral

leishmaniasis caused by L. infantum.

Keywords: fexinidazole; visceral leishmaniasis; self-emulsifying drug delivery

system.
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1 INTRODUCAO GERAL

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodrios do género
Leishmania e da familia Trypanosomatidae. Sao transmitidas por insetos vetores
flebotomineos conhecidos no Brasil como mosquito palha, cangalhinha, birigui.
Sao endémicas em grandes areas dos trOpicos, subtropicais e bacia do
Mediterraneo, abrangendo mais de 98 paises. Existe aproximadamente 1 bilhdo
de pessoas que vivem em areas endémicas para leishmaniose e estdo sob risco
de infecg&o. Estima-se que 30 mil novos casos de leishmaniose visceral (LV) e
mais de 1 milh&do de novos casos de leishmaniose tegumentar (LT) ocorram
anualmente, sendo portanto, um importante problema de salde publica. Em
2017, mais de 94% dos novos casos notificados a OMS ocorreram em 7 paises:
Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Suddo (WHO, 2021).

Os principais farmacos atualmente disponiveis para o tratamento séo
antimoniais pentavalentes, anfotericina B, paromomicina e miltefosina. No
entanto, eles ndo estédo desprovidos de limitacfes relativas a eficacia, toxicidade,
custo, duracdo do tratamento, aumento da resisténcia parasitaria e dificuldade
de administracéo, tornando o tratamento uma questdo complexa (BRUNI et al.,
2017). Assim sendo, alternativas terapéuticas tém sido investigadas. O
Fexinidazol (FEX), um nitroimidazol, originalmente desenvolvido na década de
1980, pela Hoechst, com atividade contra tripanosomas, foi redescoberto pela
Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi), através de uma revisao
sisteméatica de moléculas ativas contra protozoarios. Estudo conduzido in vivo
mostrou a atividade de uma suspenséo contendo este farmaco, na dose de 300
mg/kg/dia, administrada por via oral, em camundongos infectados com L.
infantum (DE MORAIS-TEIXEIRA et al., 2019). Entretanto, o FEX apresenta
baixa solubilidade em agua (48,3 mg/L) (PUBCHEM, 2013), o que pode ser um

fator limitante para sua absorcdo quando administrado in vivo.

O Sistema auto emulsionavel de liberacao de farmacos (em inglés, self
emulsifying drug delivery systems, SEDDS) é uma alternativa interessante para
incorporagcdo do FEX, sistema tradicionalmente utilizado para aumento da
biodisponibilidade oral de farmacos de baixa solubilidade. SEDDS séao definidos

como misturas isotrépicas de O6leos, surfactantes, co-surfactantes e co-
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solventes. Ao serem liberados no Iimen do intestino, encontram 0 meio aquoso
e se dispersam para formar uma emulsédo de aspecto fino e nanométrico, de tal
maneira que o farmaco permanece em forma de dispersao melhorando assim a
velocidade de dissolugéo do farmaco (KOHLI et al., 2010). Diante do exposto, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar SEDDS contendo FEX, e
avaliar sua eficacia no tratamento por via oral da LV experimental, assim como

a influéncia na permeabilidade intestinal.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Desenvolver, caracterizar um sistema auto emulsionavel de liberacéo de
farmaco contendo FEX e avaliar sua eficacia no tratamento oral em modelo

experimental da LV.

2.2 ESPECIFICOS
- Avaliar solubilidade do FEX em o6leos, surfactantes e co-surfactantes.

- Desenvolver um sistema auto emulsionavel de liberacdo de farmaco (SEDDS)
contendo FEX para administragdo por via oral.

- Caracterizar a nanoemulséo obtida apods diluicdo do SEDDS contendo FEX
guanto tamanho dos glébulos, indice de polidispersao, potencial zeta, robustez

€ microscopia.

- Avaliar a capacidade de formacdo de nanoemulsées em meio simulado

estomacal (pH 1,2) e intestinal (pH 6,8).

- Avaliar a estabilidade fisico-quimica do SEDDS FEX por um periodo de 6

meses.

- Avaliar a retencéo do FEX a partir do SEDDS ap0s diluicdo em meios simulados

fisiologicos em comparacao a suspensao do farmaco;

- Avaliar a eficacia in vivo do SEDDS FEX no tratamento de LV experimental

causada por Leishmania infantum (= Leishmania chagasi).

- Avaliar a permeabilidade intestinal de sistema auto emulsionavel de liberacéo
farmacos (SEDDS) contendo FEX pela determinacdo da radioatividade no

sangue apods a administracéo oral de *°"Tc-DTPA.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas parasitarias com amplo
espectro de manifestacao clinica e epidemiolégica, causadas por protozoarios
intracelulares da familia Trypanosomatidae do género Leishmania, subgéneros
Leishmania ou Viannia, sendo conhecidas mais de 20 espécies, que diferem em
sua distribuicdo geogréafica (WHO, 2021).

Existe atualmente aproximadamente um bilhdo de pessoas vivendo em
areas endémicas e com risco de infeccdo. H4 uma forte associacdo da doenca
com a pobreza, fatores como ma nutricdo, deslocamento populacional, mas
condicbes de moradia e de saneamento basico. Fatores ambientais, como
urbanizacdo e desmatamento, e mudancas climaticas também influenciam a
incidéncia da doenca (WHO, 2021; ALVAR et al., 2006). Pelo seu consideravel
impacto sobre a saude mundial, as leishmanioses sdo consideradas uma das
mais importantes doencas infecciosas pela Organizacdo Mundial da Saude —
OMS (WHO, 2021).

A Leishmania € um parasita heterogénico, possuindo hospedeiros
vertebrados (humanos, cdes e alguns animais silvestres) e hospedeiros
invertebrados, os insetos dos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomya
(Novo Mundo), sendo as fémeas hematéfagas responsaveis pela transmisséo
para humanos (STOCKDALE; 2013; SANTOS et al., 2008). A Figura 1 apresenta

o ciclo bioldgico da Leishmania.
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Figura 1 - Ciclo biolégico da Leishmania spp.
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A evolucéo da doenca apos a inoculacdo do parasita esta associada a
espécie de Leishmania e a susceptibilidade do hospedeiro. As leishmanioses
séo classificadas em duas formas clinicas: LT e LV (também conhecida kala-
azar), esta ultima sendo a forma mais grave da doenca, que pode ser fatal se
nao for tratada (ALVAR et al., 2012; BRUNI et al., 2017).

3.1.1 Leishmaniose Tegumentar

A LT, que pode acometer a pele e mucosas, é causada no Velho Mundo
pela Leishmania (Leishmania) tropica, L. (L.) aethiopica e L. (L.) major. Nas
Américas, 12 espécies séo reconhecidas e dessas, sete ja foram identificadas
no Brasil, das quais as trés com maior relevancia epidemioldgica séo L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

A LT pode ser classificada em leishmaniose cutanea localizada (LCL);
leishmaniose cutanea difusa (LCD); e leishmaniose mucocutanea (LMC). A LCL

7

€ a forma de maior prevaléncia e € caracterizada por uma ou mais lesdes
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cutaneas ulcerosas ou ndo, porém limitadas. A LCD é encontrada em individuos
anérgicos ou em pacientes que ja tiveram LV. E caracterizada por multiplos
nbédulos, papulas, ou tubérculos com infiltracdo cutanea e sem ulceracéo. Ja a
LMC ocorre geralmente apds a aparente cura da infeccdo cutdnea, embora
possa coexistir com envolvimento da pele. As lesbes normalmente aparecem
dentro de 2 anos apés a cura clinica da lesdo priméaria, mas pode demorar até
30 anos. A LMC é caracterizada pelo aparecimento de lesGes ulcerosas
destrutivas nas mucosas da faringe, boca e nariz (PACE, 2014; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

3.1.2 Leishmaniose Visceral

A LV é considerada a forma mais grave podendo ser fatal, se nao tratada
adequadamente. Resulta em infeccdo sistémica acometendo principalmente
6rgdos como o baco, figado e medula 6ssea. E causada por espécies
pertencentes ao complexo L. (L.) donovani no leste da Africa e no subcontinente
indiano; e L. (L.) infantum na Europa, norte da Africa e América Latina. No Brasil,
0 agente etioldgico é a L. (L.) chagasi (CHAPPUIS et al., 2007). Entretanto, com
base em diferentes abordagens, as subespécies infantum e chagasi ndo séo
claramente distinguidas. Portanto, deve-se adicionar o nome L. chagasi, entre
parénteses, apdés o nome de L. infantum, quando nos referirmos ao parasita
isolado desta area (MAURICIO et al., 1999; DANTAS-TORRES, 2006).

O desenvolvimento da LV pode levar meses a anos apos a inoculagéo
dos parasitos pelo vetor. Essa forma clinica é caracterizada por febre
prolongada, hepatoesplenomegalia, perda de peso significativa, pancitopenia,
anorexia, fraqueza, palidez, tosse, diarréia, mal-estar e atraso no crescimento
em criancas (GRIENSVEN e DIRO, 2012; KEVRIC et al., 2015).

A LV é endémica em 13 paises das Américas, onde 65.934 casos novos
foram registrados de 2001 a 2019, com uma média de 3.470 casos por ano. Em
2019, do total de casos, 97% (2.529) foram notificados no Brasil, e os demais
casos na Argentina, Bolivia (Estado Plurinacional da), Colémbia, Guatemala,
Honduras, México, Paraguai, Venezuela (Republica Bolivariana da) e Uruguai. A
taxa de letalidade em 2019 foi de 7,7% (Figura 2) (OPAS, 2020).



27

Figura 2 — Taxa de Letalidade de Leishmaniose Visceral de 2012 a 2019
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Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais de

Leishmanioses/Servicos de Vigilancia.

3.2 Tratamento das leishmanioses

As terapias disponiveis para as leishmanioses estédo longe do ideal
devido a alta toxicidade, alto custo, falta de eficacia, falta de acesso em certas
areas, e resisténcia emergente aos medicamentos. Estes fatores tornam
complexa a terapéutica. A escolha do tratamento deve ser individualizada e
depende de fatores como espécie causadora, estado clinico do paciente e
relacéo custo-efetividade (BRUNI et al., 2017, MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Os farmacos preconizados pelo Ministério da Saude, para o tratamento
da LV no Brasil sédo o antimoniato de meglumina, a anfotericina B (desoxicolato
e lipossomal), as pentamidinas e os imunomoduladores (interferon gama e o
fator estimulador de colénias de macrofagos e granulécitos (GM-CSF), sendo
gue os dois ultimos se encontram ainda em fase de investigacao e s6 devem ser
utilizados em hospitais de referéncia. A escolha de cada um deles depende da
faixa etaria, da presenca de gravidez e comorbidades. O antimoniato de
meglumina (Glucantime®) é considerado o medicamento de primeira escolha na
maioria dos casos, sendo distribuido gratuitamente pelo Sistema Unico de Salde
do Ministério da Saude, no Brasil (BRASIL, 2013). Aronson et al., (2016)
descrevem outras opcgles terapéuticas de uso oral, tais como antifungicos
azolicos e a miltefosina.

Vale ressaltar que esses farmacos induzem severos efeitos adversos.

O antimoniato de meglumina, por exemplo, induz artralgia, mialgia, anorexia,
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nauseas, vomitos, azia, dor abdominal, erup¢éo cuténea, febre, fraqueza, dor de
cabeca, tontura, insbnia, alteracdes nos testes de funcéo hepatica (elevagéo das
transaminases e fosfatase alcalina), niveis de lipase e amilase, leucopenia,
anormalidades no eletrocardiograma (prolongamento do intervalo QT e inverséo
da onda T), choque pirogénico e edema. Com o uso da anfotericina B os efeitos
adversos mais comuns sao febre, nduseas, vémitos, anemia hipocaliemia, flebite
no local da infuséo, insuficiéncia renal e alteracfes cardiacas, além do fato de
ser administrado por via endovenosa, o que limita o seu uso fora do ambiente
ambulatorial. Com o uso da pentamidina pode ocorrer o endurecimento e
formacédo de abscessos no local da injecdo, além de nauseas, vomitos, tonturas,
mialgia, dor de cabeca, hipotensdo, hipoglicemia e ou hiperglicemia. Os
antifangicos azolicos apresentam reagdes gastrintestinais como nausea, vomito,
dor abdominal, dor de cabeca e hepatotoxicidade. Ja a miltefosina apresenta
nausea, vOmito, diarréia, tontura de movimento, nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade (ARONSON et al., 2016).

Infelizmente para os antimoniais da primeira linha, o desenvolvimento de
resisténcia € uma barreira primaria para o sucesso do tratamento. Estudos in
vitro mostraram que o possivel mecanismo primario de resisténcia € a reducao
da concentracdo do farmaco no parasita, pela diminuicdo da entrada ou pelo
aumento do efluxo. Outros possiveis mecanismos incluem: a inibicdo da ativacéo
do farmaco, a inativacdo da forma ativa, ou serem sequestrados para o interior
de vesiculas através de transportadores da superfamilia ABC (ATP-binding
cassette transportes) (CROFT et al., 2006; BRUNI et al., 2017). O Programa de
Pesquisa em Doencas Tropicais (TDR) tem recomendado o desenvolvimento de
tratamentos alternativos. Farmacos eficazes administradas por via oral séo
altamente desejaveis no tratamento da leishmaniose e, assim sendo, alternativas

terapéuticas tém sido investigadas.

3.2.1 Fexinidazol (FEX)

O FEX, um nitroimidazol, originalmente desenvolvido na década de

1980, pela Hoechst, com atividade contra tripanosomas, foi redescoberto pela



29

Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi), por meio de uma revisdo
sistematica de moléculas ativas contra protozoarios (TORREELE et al., 2010).

Sanofi, DNDi e organiza¢des nao governamentais estabelecerem uma
parceria publico privada para desenvolver o primeiro tratamento oral com FEX
para a doenga do sono. O tratamento mostrou-se eficaz para os dois estagios da
doenca (DEEKS, 2019; NEAU et al., 2020). Na Africa ocidental e central,
Trypanosoma brucei gambiense causa uma forma crénica de doenga do sono,
enquanto que na Africa Oriental e Austral T. b. rhodesiense causa uma forma
aguda da doenca. Ambas ocorrem em dois estagios: estagio 1 (precoce,
hemolinfatico), caracterizado por alteragGes clinicas inespecificas e sintomas
como mal-estar, dor de cabeca, febre e edema, enquanto que o estagio 2 (tardio,
meningoencefalico) é caracterizado por sintomas neuroldgicos, incluindo
alteracdes comportamentais, distirbios do sono graves e convulsdes que, se
nao tratada, pode levar ao coma e morte (TORREELE et al., 2010).

O FEX (Figura 3) possui forma molecular C12H13N303S, peso molecular
279,31g/mol, log P 2,38 e baixa solubilidade em agua (48,27 mg/L)
(CHEMICALIZE, 2018; PUBCHEM, 2013). O FEX € um pré farmaco que €
rapidamente metabolizado por enzimas do complexo CYP 450 in vivo originando
metabdlitos sulféxido e sulfona (Figura 3) que provavelmente representam uma
porcéo significativa do efeito terapéutico. Exerce seu efeito ao causar danos ao
DNA, lipidios e proteinas de protozoarios (RAETHER, HANEL, 2003; SUNDAR,
SINGH, 2016).

Torreele e colaboradores (2010) conduziram estudos pré-clinicos, em
camundongos, ratos e cées, para avaliacdo farmacocinética e de seguranca de
uma suspensdo aquosa de FEX (5% de Tween 80 + 0,5% de
hidroxipropilmetilcelulose). Os resultados destes estudos mostraram que a
biodisponibilidade absoluta do FEX ap6s administracdo oral foi de 41% em
camundongos, 30% em ratos e 10% em cées.

Este mesmo estudo avaliou o potencial de absorcao oral do fexinidazol
em modelo de células Caco-2 para permeabilidade epitelial intestinal. Neste
ensaio, o FEX apresentou alto potencial de absorc¢éo (permeabilidade aparente

Papp = 57,2 10% cm/s e sem efluxo significativo), mostrando que a
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permeabilidade intestinal do FEX n&o deve, portanto, ser um fator limitante

absorcdo em humanos.

Figura 3 - Formula estrutural do fexinidazol e seus metabdlitos
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Fonte: WYLLIE et al., 2012

A influéncia da forma farmacéutica (comprimido ou suspensao), assim
como da alimentacéo foram avaliadas em estudo clinico conduzido com adultos
saudaveis do sexo masculino. A biodisponibilidade do FEX administrado na
forma de comprimido foi aproximadamente 25 % menor do que a obtida apés
administracao da suspensao, enquanto que a ingestao de alimentos levou a um
aumento da absorcao e da concentracdo plasmatica do FEX e dos seus dois
principais metabdlitos em aproximadamente 200%. E provavel que a absor¢io
reduzida do FEX, na forma de comprimido, reflita a influéncia do tempo
necessario para desintegracao e dissolucdo, de modo que a taxa de dissolucao
do farmaco provavelmente seja o fator determinante para o grau de absorcao
dentro de um dado periodo de transito gastrico. O efeito da ingestao alimentar
promover maior absorcéo foi explicada pelos autores por supor a ocorréncia de
um retardo no tempo do esvaziamento gastrico, isto €, ha um prolongamento do
tempo de contato do principio ativo com a superficie de absor¢cdo e um aumento
do metabolismo inicial do FEX convertendo-o em seus metabdlitos ativos e
disponibilizando os na circulacéo sistémica (TARRAL et al., 2014).

A atividade de FEX (em suspensdo) para LV foi investigada em
camundongos infectados com L. donovani, tratados por cinco dias consecutivos
por via oral com as doses 25, 50, 100 e 200 mg/Kg/dia, sendo que a dose mais
alta foi capaz de levar a uma reducao de 98,4% carga parasitaria no figado
(WYLLIE et al., 2012). Em outro estudo conduzido por DE MORAIS-TEIXEIRA,
et al. (2019), a suspenséo foi administrada por gavagem nas doses de 50, 100,

200 e 300 mg/kg/dia, uma vez por dia, durante cinco dias consecutivos. Com a
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dose de 100 mg/kg/dia houve reducao da carga parasitaria para L. infantum no
figado e com a dose de 300 mg/kg/dia no bago e no figado. Estes resultados
demonstram o potencial do FEX no tratamento da leishmaniose como farmaco

de uso oral.

3.3 Modelos Experimentais na Leishmaniose visceral

A maioria dos conhecimentos provenientes de estudos realizados em
modelos experimentais utilizando animais para o estudo da LV tem por base
guatro modelos animais (camundongos, hamsters, cdes e primatas nao
humanos). Diversos fatores influenciam na suscetibilidade das diferentes
espécies animais as leishmanias viscerotropicas, entre 0s quais estdo via e
guantidade de indculo, cepas do parasito e fatores genéticos do hospedeiro. O
modelo animal de escolha para ensaios deve induzir mecanismos patologicos
similares aqueles da doenca humana e conseguir avaliar de maneira acurada os
fendbmenos biolégicos que se pretende abordar (CONCEICAO-SILVA et. al.,
2014).

Os hamsters sdo sensiveis a infeccéo por espécies de leishmania, e o
Mesocricetus auratus estabelece uma infeccéo sincrona no figado e baco que
pode evoluir para uma infeccdo cronica semelhante a LV humana. Para
avaliacdo in vivo de agentes quimioterapéuticos, geralmente os hamsters sao
infectados intra-cardicamente (SUMAN, 2011).

De acordo com Oliveira (2012), em modelos usando BALB/c séo
necessarias altas doses (10’ ou mais) intravenosas (IV) ou intraperitoniais (IP)
de amastigotas ou promastigotas para estabelecer a infeccdo. Conforme
procedimento adotado por Santos et. al. (2018), a infeccdo se estabelece apos
cerca de 7 dias, mas a despeito da espécie de Leishmania utilizada (L. donovani,
L infantum ou L. chagasi), ocorre no figado uma infeccdo aguda e
autorresolutiva, em que os parasitos se multiplicam rapidamente durante as
guatro primeiras semanas e a infeccdo se resolve ao fim de oito semanas
(WILSON & WEINSTOCK, 1996).

Diferentes linhagens de camundongos isogénicos, nocautes e
transgénicos permitiram o conhecimento da imunopatogénese da LV. Em

linhagens geneticamente suscetiveis como BALB/c e C57BL/6 ocorre um
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crescimento parasitario cerca de 50 a 100 vezes maior no figado (VIDAL et al.,
1995).

3.4 Sistema Auto Emulsionavel de liberacéo de farmacos

Os sistemas auto emulsionantes de liberacdo de farmacos (em inglés,
self emulsifying drug delivery systems, SEDDS) s&o definidos como misturas
isotropicas de Oleos, surfactantes, co-surfactantes e co-solventes. Estes
sistemas, ao serem liberados no limen do intestino, encontram 0 meio aquoso
e se dispersam para formar uma emulsao de aspecto fino, de tal maneira que o
farmaco permanece em forma de dispersdo melhorando assim a velocidade de
dissolucéo do farmaco (KOHLI et al., 2010).

A auto emulsificagcdo ocorre quando a mudanca de entropia que
favorece a dispersao € maior que a energia necessaria para aumentar a area de
superficie da dispersdo. A energia livre da emulsédo convencional é uma funcao
direta da energia necessaria para criar uma nova superficie entre as fases oleosa
e aquosa e pode ser descrita pela equacao abaixo (NEWALE et al., 2015).

AG=XNTmrlo
Onde AG = Energia livre associada ao processo; N = numero de gotas; r = raio

das goticulas; o = energia interfacial

As duas fases da emulséo tendem a separar com o tempo para reduzir
a area interfacial e o uso de agentes emulsificantes forma uma monocamada na
superficie dos globulos da emulséo, e, portanto, reduzem a energia interfacial e

fornecem uma barreira para prevenir coalescéncia (CONSTANTINIDES, 1995).

Quando diluidos, os SEDDS formam globulos de 10 a 100 nm, o que auxilia
no aumento da biodisponibilidade por aumentar a area de superficie para
absorcao. Além disso, protegem os farmacos da hidrélise enzimatica no trato
gastrointestinal, reduzem a interacdo de farmacos com os alimentos e podem
ser usados na forma liquida ou soélida (cipsulas gelatinosas). Deve-se tomar

cuidado com farmacos que possuem instabilidade devido a alta concentracdo de
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surfactantes e alguns co-solventes, bem como em relacdo ao potencial dos
SEDDS para irritar o trato gastrointestinal (NAWALE, 2015).

As formulacdes lipidicas oferecem a possibilidade de melhorar a
biodisponibilidade oral de farmacos, especialmente aqueles pertencentes as
classes Il (baixa solubilidade, alta permeabilidade) e IV (baixa solubilidade, baixa
permeabilidade) do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, do inglés:
Biopharmaceutics Classification System, BCS) (SHARMA et al., 2016). O FEX é
um composto da classe II, uma vez que possui baixa solubilidade em agua e em
estudos de permeabilidade em células Caco-2 demonstrou alta permeabilidade
(TORREELE et. al., 2010). Para compostos lipofilicos que exibem a dissolucao
como fator limitante para a absorc¢do, os SEDDS podem levar a melhora da taxa
e extenséo de absorcédo pois tem a vantagem de aumentar o carreamento do
farmaco quando comparado a solugdes lipidicas. Farmacos com coeficiente de
particdo entre 2 e 4 possuem baixa solubilidade em lipideos naturais e
solubilidade muito maior em emulsionantes anfifilicos, co-emulsionantes e co-
solventes. O principal objetivo deste tipo de formulacdo é manter farmacos
lipofilicos em estado dissolvido como uma dispersédo coloidal em todo o trato
gastrointestinal (POUTON, 2000). A motilidade gastrica e intestinal promove a

agitacdo necessaria para auto emulsificacdo (NAWALE, 2015).

Para explicar o aumento de solubilidade de um farmaco lipofilico no intestino,
€ importante ressaltar o processo de digestdo lipidica no intestino delgado
(Figura 4). A secrecéao de colesterol e sais biliares no duodeno € estimulada pela
presenca de lipideos e seus produtos de digestdo e entédo ocorre o processo de
formacao de micela. Os grupos polares de micela permanecem do lado aquoso,
enquanto os grupos hidrofébicos permanecem no ndcleo. Quando um farmaco
lipofilico chega ao duodeno juntamente com algum componente lipidico o
processo de solubilizagcdo micelar acontece. Isto resulta no aprisionamento do
farmaco em micela coloidal e aumenta de solubilidade efetiva (CHATTERJEE et
al., 2016).
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Figura 4 — Solubilizacdo micelar de farmaco hidrofébico no duodeno.
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Fonte: CHATTERJEE et al., 2016

Para o desenvolvimento de SEDDS, os farmacos devem ser incorporados em
uma mistura apropriada de excipientes. O inicio do desenvolvimento se da com
a selecdo destes. O estudo para selecdo preliminar considera a toxicidade,
capacidade solvente, miscibilidade, estado fisico a temperatura ambiente,
digestibilidade, pureza, estabilidade quimica e custo dos excipientes (POUTON,
PORTER, 2008).

Os surfactantes ndo ibnicos geralmente sdo os escolhidos por sua menor
toxicidade e possuem equilibrio hidrofilo lipofilo (EHL) alto (POUNTON, 1997).
Os oleos geralmente sdo ésteres de acidos graxos, saturados ou insaturados,
de cadeia média ou longa, liquidos, semissolidos ou sélidos a temperatura
ambiente e auxiliam na dissolucdo do farmaco. Oleo mineral, 6leos vegetais,
lanolina, alcoois graxos e mono, di ou triglicerideos sédo alguns exemplos. Os co-
solventes mais comuns (alcool, propilenoglicol e polietilenoglicol) auxiliam na
dissolucéo do farmaco. As emulsfes estaveis sdo formadas pela combinacédo de
surfactantes, nas quais um deles atua como surfactante e o outro como co-
surfactante. Os co-surfactantes estabilizam as goticulas formadas e auxiliam na
reducdo da tensao interfacial entre agua e 6leo. Exemplos de co-surfactantes
sao glicerideos polioxietilados, glicerideos oléicos polioxietilados (CERPNJAK et
al., 2013; SHARMA et al., 2016).
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O comportamento in vivo esperado da formulagdo pode ser conhecido

conforme o Sistema de Classificacdo de Formulag@es lipidicas. Este sistema

classifica os SEDDS em 4 tipos: I, I, Il (A ou B) e IV. A Tabela 1 resume os

principais componentes, caracteristicas, vantagens e desvantagens de cada tipo
(POUTON; PORTER, 2008).

caracteristicas, vantagens e desvantagens

Tabela 1 — Sistema de Classificacdo de Formulacgdes lipidicas: componentes,

Tipo |

Tipo Il

Tipo Il

Tipo IV

Componentes

Oleos (100%) sem
emulsionantes (ex. tri,
di e monoglicerideos)

Oleos (40-80%) e
emulsionantes
insollveis em agua
(20-60%)

Oleos (40-80%)),
emulsionantes e
co-solventes
hidrofilicos (20-
50%)

Emulsionantes
solaveis em agua
(20-80%) e co-
solventes (0-
80%); sem 6leo

Caracteristicas  N&o dispersante, SEDDS formado SEDDS formado Dispersa
requer digestao, sem componentes com tipicamente para
tamanho de particula sollveis em agua; componentes formar uma
grosseiro facilmente soluveis em solucédo micelar;

digerido; tamanho  &gua; digestéo tamanho de

de particula entre nao se faz particula menor

100 e 250 nm necessaria,; qgue 50 nm.
tamanho de Digestao
particula entre limitada.
100 e 250 nm

Vantagens GRAS status, simples, Improvavel que Disperséao Boa capacidade
excelente perca a transparente ou  solvente para
compatibilidade com capacidade quase varios farmacos.
capsulas solvente na

dispersao

Desvantagens Baixa capacidade Dispersédo O/A Possibilidade de Perda da
solvente (a ndo ser que turva perda de capacidade
o farmaco seja capacidade solvente na
altamente lipofilico) solvente na dispersao;

dispersao; possivelmente
menos nao sera
facilmente digerido.
digerido

Fonte: Adaptado de POUTON; PORTER, 2008

A maioria dos produtos comercializados sao sistemas do tipo Ill, com uma gama

de farmacos soluveis em 6leo e em agua. Portanto, este grupo foi dividido em
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tipo IlIA (soltuveis em 6leo) e tipo I1IB (solGveis em dgua) com base na propor¢ao
de 6leos e substancias solaveis em dgua (MAURYA et. al., 2017).

SEDDS é um termo geral para sistemas de liberacdo que propde formacao
de emulsdes de tamanho variado apés diluicdo. Esses sistemas podem ser
classificados em SMEDDS (sistema auto microemulsificante de liberacdo de
farmacos) e SNEDDS (sistema auto nanoemulsificante de liberacdo de
farmacos) (LEFFLEUR & KECKEIS, 2020). Para alguns autores (CHATTERJEE
et al.,, 2016), é melhor usar a terminologia SNEDDS ao invés de SMEDDS
guando a emulsao gerada ap6és a diluicdo em agua nao € termodinamicamente

estavel de forma similar ao observado para as nanoemulsoes.

As microemulsdes, por sua vez, séo sistemas termodinamicamente estaveis,
formam glébulos <100 nm e séo mais transparentes devido ao tamanho pequeno
dos globulos. As microemulsdes podem alterar o tamanho do glébulo quando
diluidas. Ja as nanoemulsdes sao termodinamicamente instaveis, formam
glébulos >100 nm e podem apresentar certa turbidez. No entanto, podem manter
o tamanho de glébulo apoés diluicio (MCCLEMENTS, 2012)

Buya e colaboradores (2020) relatam ensaios pré-clinicos de farmacocinética
com SEDDS. Farmacos de diversas classes terapéuticas (anticancerigenos anti-
hipertensivos, antidiabéticos, antioxidantes, antivirais, dentre outros) foram
avaliados e aumento de biodisponibilidade em relacdo ao farmaco livre foi

demonstrado.

Sandhu et al., (2015) mostraram que a area abaixo da curva (AUCo.) € a
concentracdo maxima (Cmax) foram 2,7 e ~ 4 vezes, respectivamente, maiores
no Self nanoemulsifying Drug Delivery System (SNEDDS) carregados com
paclitaxel em comparacdo com o farmaco em suspenséao; Beg et al., (2019)
observaram AUCo: e Cmax 1,8 € 5,7 vezes, respectivamente, maiores que a
rosuvastatina livre. Os autores concluem que houve aumento da absor¢cédo dos
farmacos quando carreados em SNEDDS e que este sistema € promissor para

0S respectivos tratamentos por via oral.

Além disto, outros autores descrevem SEDDS carreando tretinoina,

isotretinoina, ciclosporina, sanquinavir (KOHLI et al., 2010), sinvastatina,
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celecoxib (NEWALE et al., 2015), dexibuprofeno (BALAKRISHNAN et al., 2009).
Esta diversidade de farmacos lipossollveis carreados em SEDDS demonstra a

utilidade deste sistema na busca de tratamentos mais efetivos.

Varios testes de avaliagdo dos SEDDS sdo propostos. Para avaliacéo
fisico-quimica, Newale et al. (2015) descrevem: observacao visual, medida do
potencial zeta, determinacdo do tempo de emulsificacdo, da estabilidade
termodinamica, avaliacdo da turbidez, teste de dispersibilidade, determinacao da
viscosidade, tamanho dos glébulos e IP, transmitédncia e indice de refracao,
diagrama de equilibrio de fase, tempo de liquefacdo. Para testes pré-clinicos in
vitro e avaliacdo ex vivo Buya et al., (2020) relatam os testes de lipdlise,
distribuicdo de farmaco nas fases aquosa e oleosa, permeacao através de
barreira intestinal e citotoxicidade. Para avaliacao pré-clinica in vivo, 0s ensaios

de farmacocinética, farmacodinamica e toxicidade.

3.5 Permeabilidade Intestinal

Normalmente, a concentracdo de emulsionantes/tensoativos varia entre
30 e 60% para formar SEDDS estaveis. No entanto, os tensoativos apresentam
potencial para causar irritagdo gastrointestinal (MAURYA et al., 2017). Por outro
lado, estudos em células Caco-2 demonstram que lipideos, tensoativos ou uma
mistura de ambos esta associada a um aumento da absorcdo de farmacos
devido a interrup¢cdes ocasionadas nas juncbes comunicantes entre as células,
processo conhecido como absorcéo paracelular. Formulacdes contendo 30% de
Tween 80® e 70% de Capmul 708G® ou Capmul MCM® apresentaram boa

tolerancia das células, sem citotoxicidade (BU et. al., 2017).

A barreira epitelial e produtos de células epiteliais, como muco e
defensinas sdo mecanismos inatos do intestino que regulam a flora intestinal,
impedindo a translocacao bacteriana, além de afetar a flora microbiana presente.
Um defeito em um ou mais destes mecanismos esta relacionado ao
desenvolvimento de colite ulcerosa, com possivel risco de translocagéo
bacteriana (ANDRADE et al., 2016). Chassaing et al., (2015) descreveu que

alimentos contendo emulsificantes podem perturbar a relagdo microbiota-
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hospedeiro, 0 que pode levar & uma microbiota com atividade mucolitica e pro
inflamatéria que promove inflamacédo intestinal. Uma vez que os SEDDS
possuem alta concentracéo de surfactantes, hd uma possibilidade de ocorréncia

de processos inflamatorios e a observacao de translocacéo bacteriana.

Para a avaliacado de alteracdes no perfil de permeabilidade a partir da
mucosa intestinal, De Barros et al., (2018) utilizaram o método da quantificacdo
sanguinea de &cido dietilenotriaminopentacético marcado com tecnécio-99m
(®**"Tc-DTPA). O 4cido dietilenotriaminopentacético (DTPA) é uma
macromolécula hidrofilica que raramente atravessa a barreira intestinal, no
entanto, quando a barreira do epitélio intestinal esta danificada, a permeacao
pode ocorrer principalmente por rota paracelular e maiores concentracdes desta
macromolécula podem ser observadas na corrente sanguinea. Este
procedimento apresenta vantagens sobre os meétodos convencionais, como
polimeros de manitol, lactulose e glicol, uma vez que é rapido, preciso e

apresenta facil manuseio.

O ®MTc-DTPA é um radiofarmaco hidrofilico capaz de ser eliminado
rapidamente do organismo na sua forma livre. Segundo Abdel Dayem et al.,
(1988), o *MTc-DTPA pode acumular-se em lesdes inflamatérias do trato
intestinal e poderia ser utilizado para localizar focos de sangramento. Um
aumento da captacdo do radiotracador pode ser visto nos segmentos afetados

do intestino imediatamente apds a injecdo em “bolus”, persistindo por horas.



39

4. TRABALHO EXPERIMENTAL
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CAPITULO | - DESENVOLVIMENTO,
CARACTERIZACAO E
ESTABILIDADE DE SEDDS FEX
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os principais farmacos utilizados para o tratamento das
leishmanioses s&o o antimoniato pentavalente e a anfotericina B. Esses s&o
administrados por via parenteral, 0 que muitas vezes é inconveniente para o
paciente. Além do desconforto da administracdo, ainda deve-se considerar
vérias reacdes adversas. Ensaios clinicos apontam que a administracdo de FEX
em pacientes provocou efeitos adversos leves e moderados em sua grande
maioria (DEEKS, 2019). Reacbes bem menos graves do que as que ocorrem
com a terapéutica atualmente recomendada (ARONSON et al., 2016). Assim
sendo, a busca de novas alternativas terapéuticas para as leishmanioses,

notadamente formulacdes de uso oral, € altamente recomendavel.

De acordo com o Sistema de Classificacado Biofarmacéutica farmacos de
classe 1l (baixa solubilidade e alta permeabilidade) e farmacos de classe IV
(baixa solubilidade e permeabilidade) mostram comportamento erratico de
absorcao, o que pode limitar a biodisponibilidade oral e, consequentemente, a
efetividade do tratamento (CHATTERJEE et al., 2016). Uma vez que o FEX é
hidrofobico justifica-se concentrar esforcos para o desenvolvimento de um
sistema que o0 mantenha dissolvido como uma dispersao coloidal em todo o trato
gastrointestinal. Os componentes utilizados no SEDDS solubilizam o farmaco, o
gue favorece a dissolucdo quando comparado ao farmaco livre. Além disso, o
SEDDS disponibiliza o farmaco em nanoglobulos oferecendo maior area de
superficie para absorcdo com maior probabilidade de aumento da
biodisponibilidade (DATE et al., 2010).

Isto posto, neste capitulo sera apresentado o desenvolvimento,

caracterizacao e o estudo de estabilidade do SEDDS FEX.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais

Triglicéride de cadeia média (Lipoid), Oleo de soja (Lipoid), mistura de mono,
di e triglicerideos do 6leo de milho - Maisine CC® (Gattefossé), mono, di e
triglicerideos associados a PEG-8 e diésteres do &cido caprico caprilico -
Labrasol® (Gattefossé), monooleato de sorbitano etoxilado - Tween 80® (Croda),
6leo de mamona PEG 35 - Cremophor EL® (Sigma-Aldrich), Monooleato de
Sorbitano - Span 80° (Sigma-Aldrich), Oleo de mamona hidrogenado e etoxilado
- Kolliphor RH 40® (Sigma-Aldrich), Etanol 96° GL (Synth), Fexinidazol
(Centipharm). Dimetilsulfoxido (DMSO) (Synth), acetonitrila (LS Chemicals),
acido cloridrico 37% PA (Synth). A agua de Milli-Q foi obtida utilizando um
sistema Milli-Q® Direct-Q3 Millipore (Billerica, EUA) e foi utilizada para diluicdo
do SEDDS.

2.2 Métodos

2.2.1 Validacao de método para quantificacdo do FEX por espectrofotometria no

ultravioleta e por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O método analitico para quantificacdo do FEX foi validado para
determinacdo espectrofotométrica quanto aos parametros de seletividade,
linearidade, preciséao, limite de quantificacéo, limite de deteccao. A validacao foi
realizada de acordo com as recomendacfes da Resolucdo RDC 166/17
(BRASIL, 2017).

Preparo da solucao padrdo de FEX

A solucao padrao estoque foi preparada pesando-se 10 mg de FEX em
baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida, completou-se o volume do baldo com
DMSO e homogeneizou-se. Obteve-se uma solucdo a 0,1 mg/mL. As diluicdes

subsequentes foram realizadas também com DMSO.
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Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se uma curva analitica para a FEX
com cinco niveis de concentracdo na faixa de 2,5 a 40 ug/mL. Para a construgcao
da curva, a solugéo padréo estoque de FEX (0,1 mg/mL) foi preparada conforme
descrito no item Preparo da solucao padrao de FEX.

Em seguida, prepararam-se as solucdes de 10, 20 e 40 pg /mL por meio
da diluicho da solugdo padrdo FEX (0,1 mg/mL) utilizando-se pipetas
volumétricas. Transferiram-se, respectivamente, os volumes de 1, 2 e 4 mL para
balées volumétricos de 10 mL, completando-se o volume com DMSO. Para
obtencao da solucéo 5 pg/mL, pipetou-se 5 mL da solu¢do de concentracao 10
pMg/mL para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com DMSO e
homogeneizou-se. Para obtencédo da solucdo 2,5 pug/mL, pipetou-se 5 mL da
solucéo de concentragéao 5 ug/mL para baldo volumétrico (10 mL), completou-se
0 volume com DMSO e homogeneizou-se. Esse procedimento foi feito em
triplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro de absor¢cao na
regiao do ultravioleta em A 320 nm, imediatamente apds o preparo das solucdes,
utilizando-se DMSO para ajuste do zero.

Ao final dos experimentos, construiu-se uma curva unica, a partir dos
resultados das trés réplicas, relacionando as absorbancias obtidas em funcao
das diferentes concentracdes de FEX. Obteve-se entdo, o coeficiente de
determinacao (r?), o coeficiente de correlacao (r), o coeficiente angular (b) e o
coeficiente linear (a). A regressao linear foi avaliada pelo do Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) e a linearidade avaliada por meio

destes parametros.

A estatistica foi analisada conforme Guia para tratamento estatistico da
validacdo analitica (ANVISA, 2017). Foi realizada a analise de normalidade dos

residuos (teste Kolmogorov—Smirnov).

Seletividade
Para comprovar a seletividade do método, foi determinada a absorbancia
de solugbes de cada excipiente em DMSO. O preparo das amostras foi realizado

pipetando 250 pL de cada excipiente para baldo volumétrico de 25 mL.
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Completou-se o volume com DMSO e homogeneizou-se. Transferiram-se 1 mL
da solugédo para baldo de 10 mL e completou-se o volume com DMSO e
homogeneizou-se e a leitura foi feita em espectrofotbmetro em comprimento de
onda (1) de 320 nm. O DMSO foi utilizado como branco.

Preciséo

A precisédo intra-dia do método (repetibilidade), foi determinada por meio
da quantificacdo de FEX em trés niveis de concentracao: 2,5 (baixo), 10 (médio)
e 40 yg/mL (alto). Para cada concentragdo foram preparadas trés réplicas. A
precisdo inter-dia, ou intermediaria, foi realizada pela repeticdo do mesmo
procedimento em outro dia.

Em cada dia de analise, foi preparada uma solucédo padréo estoque de
FEX (0,1 mg/mL), conforme descrito no item Preparo da solucéo padrdo de FEX
e, a partir dela, as solu¢cdes amostras foram preparadas conforme descrito no
item linearidade. Os valores médios das respostas e os desvios padrdes relativos

(DPR) de cada nivel de concentracao foram calculados.

Limites de deteccdo e de quantificacdo

Os Limites de deteccao e de quantificacao foram realizados utilizando-se
as equac0es abaixo (BRASIL, 2017):

LD=33.¢c
IC

LQ=10.c
IC
Em que:
LD = limite de detecc¢ao
LQ = limite de quantificacéo
o = desvio padréo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracao

IC = a inclinacdo da curva de calibracao.

A validacdo do método CLAE para quantificacdo do FEX avaliado quanto aos

parametros de seletividade, linearidade, exatidao, precisao e robustez, seguindo
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os valores estabelecidos pela RDC 166/2017 e pelo manual da “Association of
Official Analytical Chemists” (AOAC) de 2016.

A validagcdo do método analitico foi realizada no equipamento CLAE Waters
717 plus — Injetor automético e detector Waters - Modelo: 2996 DAD. As
condi¢des cromatogréficas sdo apresentadas na Tabela 2:

Tabela 2 — Condi¢6es cromatogréaficas de analise

Condigdes cromatograficas

Comprimento de onda 320 nm
Coluna Fase reversa ACE® C8 (250 mm x 4,6 mm)
Temperatura 25°C
Fase movel Agua ultrapurificada:Acetonitrila (30:70)
Tempo de corrida 7 minutos
Volume de injecéo 20 uL
Fluxo 1,0 mL/minuto
Linearidade

Para a determinacéo da linearidade, foi construida uma curva de calibracéo
com 5 pontos na faixa de 80 a 120% em relacdo a concentracao tedrica da
analise. Para isso, inicialmente foi preparado uma solucéo estoque, contendo o
equivalente a 250 mg de FEX, o qual foi solubilizado em cerca de 10 mL de
acetonitrila, transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 25,0 mL
e completado o volume com o mesmo solvente, obtendo-se uma concentracao

final de 1 mg/mL.

Posteriormente, 1,0 mL desta solucao foi transferida para baldo volumétrico
de 100,0 mL e o volume completado com fase mével. A concentracdo obtida com

a solucéo padrao estoque final foi de 10 pg/mL.

A partir da solucdo estoque, foram transferidas aliquotas de 1; 2,5; 5; 7,5 e
10 mL para baldes de 50 mL. Os volumes foram completados com fase movel,
obtendo-se concentragbes de 0,2; 0,5; 1; 1,5 e 2 pg/mL respectivamente. Na

sequéncia, as solu¢bes foram homogeneizadas e filtradas em filtro PVDF 0,45
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pm. A linearidade foi avaliada por da determinacéo do coeficiente de correlagéo
linear (r) (BRASIL, 2017).

Seletividade

Na andlise de seletividade foram utilizadas solugéo de fexinidazol, SEDDS
FEX e SEDDS branco. A solucdo de FEX foi preparada conforme descrito em
linearidade, na concentracao de 1,0 ug/mL. Para o preparo da solucdo SEDDS
FEX, uma vez que a densidade da formulacao é cerca de 1 g/mL, foram pesados
0 equivalente a 250 mg de SEDDS FEX 10 mg/mL e solubilizados em cerca de
2 mL de acetonitrila.

Posteriormente, o volume foi transferido quantitativamente para um balédo
volumétrico de 25,0 mL, e completado o volume com acetonitrila (concentracao
100 pg/mL). A partir dessa solugéo, foram transferidos 5 mL para um baldo
volumeétrico de 50,0 mL, e ap0s o volume completado com acetonitrila obteve-se
uma solucdo de concentracdo de 10 pg/mL. Por fim, foram transferidos
novamente 5 mL da solucdo anterior para um outro baldo de 50 mL. O volume
foi completado com acetonitrila e obtido uma solucdo de concentracdo 1,0
pg/mL. A solucédo foi homgeneizada e filtrada em filtro 0,45 pum.

Para o preparo da solugdo SEDDS branco foi pesado cerca de 250 mg de
SEDDS branco e procedido conforme o preparo de SEDDS FEX. A seletividade
foi definida por meio de um grafico de resposta x concentracdo sobrepondo
cromatogramas para verificacdo da resposta analitica exclusivamente do
analito, sem interferéncia dos excipientes ou produtos de degradacéo (BRASIL,
2017).

A pureza de pico foi verificada no software do préprio equipamento de CLAE
através da observacdo do angulo de pureza (Purity angle) e o angulo limite
(Purity Threshold). A verificacdo foi realizada na faixa espectral de 200 a 400 nm,

no tempo de retencao caracteristico do FEX.

Exatiddo

Na andlise de exatidao foram preparadas, amostras de placebo contaminado
com uma concentracdo conhecida de padrédo de FEX, com concentragbes de

0,2;1,0 e 2,0 pg/mL em triplicata para cada nivel. Em um baldo de 50 mL, foram
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pesados 100 mg de SEDDS branco, 1 mL de solucdo padrdao estoque de 10
pg/mL e o volume completado com fase movel. A solugcdo amostra 1,0 pg/mL foi
preparada utilizando um baldo de 10 mL, no qual foi pesado 100 mg de SEDDS
branco e pipetado 1 ml da solucéo estoque de 10 pug/mL e o volume completado
com fase mével. Em outro baldo de 10 mL, foram pesados 100 mg de SEDDS
branco e pipetado 2 mL da solu¢do padrao estoque de 10 pg/mL, tendo o volume
completado fase mével. As solugBes foram homogeneizadas e filtradas com
membranas 0,45 pm.

Os resultados foram obtidos por meio do calculo da média, desvio padrdo
(DP), DPR e recuperacao (%) de acordo com a equacao abaixo (BRASIL, 2017):

Recuperacéao (%) = quantidade meédia experimental x 100
guantidade adicionada teorica

Precisado

Para andlise de precisdo foram preparadas em triplicata solucfes padrdes de
concentracéo de 0,2, 1,0 e 2,0 pug/mL. O preparo foi realizado de forma similar
ao descrito para os padrbes de linearidade, de forma independente e em
triplicata para cada concentracdo. A precisdo foi avaliada como o DPR da
concentracdo média determinada (CMD), utilizando a equacdo abaixo para

calculo:

DPR (%) = DP x 100
CMD

Robustez

A andlise de robustez foi realizada através da variacdo dos parametros de
fluxo, variacéo da proporcao da fase mével e variagdo no volume de injecédo. As

solucdes foram preparadas em duplicata com 3 injecdes em cada andlise.

Na variacdo do fluxo de fase movel, as amostras foram analisadas nos fluxos
de 0,9 mL/min, 1,0 mL/min e 1,1 mL/min. Para verificacdo da robustez em
relacdo a proporcdo da fase movel, analisou-se a influéncia das seguintes
proporgdes: 72:28, 70:30 e 68:32 de acetonitrila/ 4gua ultrapurificada. A analise

do volume de injecdo da amostra foi realizada utilizando os volumes de 19 pL,
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20 pL e 21 pL. Apos as injecBes, foram analisados possiveis altera¢des no tempo

de retencdo, &rea e concentracdo obtida.

O FEX foi quantificado por CLAE nos ensaios de retencao de FEX em SEDDS
apos diluicdo em fluidos gastrointestinais (Gl) simulados, estudo de estabilidade
e apos a producao de cada lote de SEDDS FEX.

2.2.2 Estudo de solubilidade do FEX em diferentes excipientes

A solubilidade do FEX foi determinada em diversos veiculos incluindo
6leos (6leo de soja, triglicéride de cadeia média, Maisine CC®), surfactantes
(Tween 80®, Labrasol®, Cremophor EL®, Kolliphor RH 40®), co-surfactante (Span
80®) e co-solvente (etanol).

Foram adicionadas as quantidades de 20 a 80 mg de FEX e 2 g de cada
um dos excipientes em frascos de penicilina. As misturas foram deixadas em
agitador magnético por 24 + 2 horas, a temperatura ambiente. Apds o término do
tempo de agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 minutos
em temperatura ambiente para separar o farmaco n&do dissolvido e o
sobrenadante foi filtrado utilizando filtro de 0,45 um (Figura 5). Os experimentos
foram realizados em triplicata e os resultados estdo apresentados como média
+ DP.

Figura 5 — Obtencéo de filtrado contendo FEX em excipientes para SEDDS

20— 80 mg de FEX + 2 g de excipiente

| f z
- | iltracéo
Y 0,45 um

Agitacédo por
24 horas

) Centrifugacéo
T ambiente 5000 rpm, 20 min

Para determinacdo da quantidade de FEX solubilizada nos diversos
excipientes foram preparadas diluicdes do filtrado em DMSO conforme
apresentado na Figura 6. A seguir foi feita leitura em espectrofotébmetro a 320

nm. O DMSO foi utilizado como branco (Figura 6).



49

Figura 6 — Rota de diluicdo para doseamento de FEX por espectrofotometria

250 uL

—£ . N\

25 mL DMSO 10 mL DMSO Espectrofotometria, 320 nm

2.2.3 Desenvolvimento das formulagbes

Inicialimente, SEDDS branco (sem farmaco) foram preparados. As
proporgdes de 6leo, surfactante, co-surfactante variaram de 20% a 70% de 6leo,
10 a 70% de surfactante e 0 a 30% de co-surfactante, conforme descrito na
Tabela 9. Cada componente (6leo e surfactantes) foi pesado, feita agitacdo em
vortex por cerca de 20 segundos. Em seguida, as formula¢des foram agitadas
em banho de ultrassom por 30 minutos, a 40 °C. Foi observado o aspecto quanto
a homogeneidade no momento do preparo. As amostras foram armazenadas por
24 horas e nova observacédo foi feita para verificacdo da limpidez e separacéo
de fases. As formulacbes selecionadas foram avaliadas quanto ao tamanho do

glébulo e indice de polidispersao (IP) apos diluicdo 1:200 em agua Milli-Q.

2.2.4 Preparacao dos SEDDS e suspenséao contendo FEX

Para incorporacdo do FEX, primeiramente foram pesados surfactantes e
co-surfactantes e homogeneizados sob agitacdo magnética por 2 minutos. Em
seguida, o FEX foi adicionado e o frasco submetido a nova agitacdo por mais 2
minutos. Apés homogeneizacao, o 6leo foi adicionado aos poucos e o frasco foi
submetido por mais 2 minutos de agitacdo. Como etapas finais do preparo, as
formulacdes foram agitadas em banho de ultrassom por 30 minutos, a 40 °C e
entdo, mantidas em agitador magnético por 24 * 2 horas, a temperatura

ambiente (Figura 7).
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Figura 7 — Preparo de SEDDS FEX
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Nos ensaios de retencdo (item 2.2.5.4) e biologicos (Capitulo Il, itens
2.2.1.2 e 2.2.2.1) foi utilizada, para comparagdo com SEDDS FEX, uma
suspensdo de FEX onde o farmaco encontra-se livre. Para o preparo da
suspensao (FEX 5 mg/mL) foram pesados em um tubo Falcon, contendo esferas
de vidro, o FEX seguido pelo Tween 80® em uma concentracdo de 1,5%. O tubo
foi agitado em vortex até a umectacgéao total do p6. Posteriormente, o volume foi
completado com &gua purificada e novamente agitado em vértex. Foi

armazenado sob refrigeracdo até o momento do uso.

2.2.5 Caracterizacéo das formulacdes

A suspensao foi caracterizada quanto ao aspecto visual e densidade. O
teste de aspecto foi realizado por observacdo das caracteristicas fisicas. A
densidade foi realizada apds agitar a preparacdo. 1 mL da formulacédo foi
pipetada com pipeta calibrada e a seguir pesado. Foi realizado o célculo através

da equacao de densidade (d = m/v).
2.2.5.1 Determinacao do tamanho do glébulo, IP, potencial zeta e microscopia
O diametro hidrodindmico dos glébulos e o IP foram determinados pelo

método de espalhamento dindmico da luz utilizando-se o Zetasizer. Para a

realizacdo das medidas, os SEDDS foram diluidos 1:200 em &gua Milli-Q e
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agitados em vortex por 20 segundos. As medidas foram efetuadas a temperatura
de 25°C e em angulo de 90°. Todos os estudos foram conduzidos em triplicata.

O potencial zeta foi determinado pela andlise da mobilidade eletroforética
das vesiculas e do espalhamento de luz das vesiculas. As medidas sao feitas
em triplicata em aliquotas diluidas 1:200, empregando se 0 Zetasizer na
temperatura de 25 °C, a um angulo de 90°.

Para verificacdo da quantidade de farmaco que poderia ser incorporado
em SEDDS foram preparadas formulagbes contendo diferentes concentragdes
de FEX (10, 20 e 40 mg/mL). Em seguida, as amostras foram avaliadas por
microscopia de luz polarizada (aumento de 100 x). O objetivo da visualizacao foi
verificar a presenca ou nao de cristais de FEX nos SEDDS.

2.2.5.2 Robustez a diluicéo

Os SEDDS FEX foram diluidos (100, 200, 500 e 1000 vezes em agua Milli-
Q) e homogeneizados em vortex por 20 segundos. Os seguintes parametros
foram avaliados: tamanho do gldbulo, IP e potencial zeta. Sinais de precipitacéo
foram analisados por microscopia de luz polarizada. Todos os estudos foram

conduzidos em triplicata.

2.2.5.3 Avaliacdo da dispersibilidade do SEDDS FEX em meio simulado gastrico
e intestinal.

Meio simulado gastrico (MSG) sem enzimas foi preparado ao dissolver 2,0 g
de cloreto de sodio em parte da agua, adicionou-se 7,0 mL de &cido cloridrico
37% PA e, em seguida, completou-se volume com agua para 1000 mL. O pH foi
verificado e feito o ajuste para pH 1,2 £ 0,1 (USP 35, 2013).

Para o preparo do meio simulado intestinal (MSI) sem enzimas, 6,8 g de
fosfato monobésico de potassio foi dissolvido em 250 mL de agua. Em seguida,
adicionou-se a essa mistura, 77 mL de solucédo de hidroxido de sédio 0,2 N e
500 mL de agua. O ajuste do pH foi realizado com solu¢do de NaOH 0,2 N para

pH 6,8 £ 0,1 e, em seguida, completou-se volume para 1000 mL (USP 35, 2013).

Para avaliacao da dispersibilidade de SEDDS FEX nos meios simulados, 0s
SEEDS FEX foram diluidos 1:200 em MSG pH 1,2 e MSI pH 6,8. O tamanho dos
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glébulos, IP e potencial zeta foram determinados. Sinais de precipitacdo nos
diferentes meios foram analisados por microscopia. Os estudos foram

conduzidos em triplicata.

2.2.5.4 Dispersibilidade de FEX em SEDDS apés diluicdo em fluidos
gastrointestinais (Gl) simulados

O estudo de retengéo foi conduzido a fim de avaliar a retencdo do FEX
nos glébulos formados apds a dispersdo dos SEDDS em MSG e MSI. O
procedimento também foi realizado utilizando suspensédo de FEX previamente
preparada. Em um béquer contendo 10 mL de meio (MSG ou MSI), foi
adicionado 50 mg de SEDDS FEX (10 mg/mL), resultando numa concentracéo
tedrica de 50 pg/mL. De forma similar, foram adicionados 50 mg de suspenséao
de FEX (10 mg/mL) a um béquer contendo 10 mL de meio (MSG ou MSI). Os
sistemas foram mantidos sob agitacdo magnética a 100 rpm e banho maria a
37°C. Apos 2 (MSG) ou 6 (MSI) horas, uma aliquota de 1 mL foi retirada de cada
meio e concentracdo de FEX foi determinada por HPLC antes (FEX Total) e
depois (FEX filtrado) da filtrac&o em filtro de 0,45 um (Merck Millipore, Germany),
gue foi utilizado para reter cristais de FEX. Para comparacao, a suspensao de
FEX (10 mg/mL) foi diluida em MSG e MSI e submetida ao memo ensaio. Todos

os experimentos foram conduzidos em triplicata.
O percentual de retencao foi calculado de acordo com a equacao abaixo:

Teor % = Filtrado x 100
Total (concentracdo tedrica)

2.2.6 Estudo de estabilidade de SEDDS FEX

Foram preparados 3 lotes de SEEDS FEX, fracionados em frascos de
penicilina transparente. As amostras foram armazenadas ao abrigo da luz a 25
+ 2°C e umidade 30 a 60%. Temperatura e umidade foram monitoradas e
registradas. Cada frasco de amostra foi avaliado nos tempos 0 (dia do preparo
dos lotes de formulac&o), 3 e 6 meses quanto ao aspecto fisico, tamanho, IP, e
potencial zeta conforme descrito no item 2.2.5.1. O ensaio foi realizado em

triplicata. O teor de FEX foi realizado por CLAE.
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Para quantificacdo de FEX em SEDDS, foram pesados cerca de 250 mg
de SEDDS FEX 10 mg/mL e solubilizados em 5 mL de acetonitrila. Transferiu-se
guantitativamente para um baldo de 25,0 mL e completou o volume com o
mesmo solvente. Desta solucéo, foram pipetados 5 mL para um baldo de 50,0
mL e o volume completado com acetonitrila. Por fim pipetou-se 1 mL desta para
um baldo de 10,0 mL e o volume completado com fase mével. A solucao final foi
filrada em membrana 0,45 um e injetada no equipamento com as condi¢cdes

cromatograficas previamente descritas (Tabela 2).
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3 RESULTADOS

3.1 Validacdo de método para quantificacdo do FEX por espectrofotometria no
ultravioleta e por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A linearidade do método de quantificacdo de FEX por espectrofotometria
de absorcao no ultravioleta foi verificada por meio da andlise de trés curvas
analiticas no intervalo de concentracédo de 2,5 a 40 ug/mL. A Figura 8 apresenta
a curva média obtida da triplicata de curvas realizadas em diferentes dias.

Figura 8 - Curva analitica média, gerada a partir de trés replicatas, para avaliagcéo

dalinearidade do método de doseamento de FEX por espectrofotometria no ultravioleta
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Apos analise estatistica foi verificado que os residuos atendem a todas as
premissas necessarias para utilizacdo MMQO e que os dados sdo adequados
para o modelo linear. A curva analitica média apresentou coeficiente de
determinacéo (r?) de 0,9995 indicando boa qualidade do modelo e coeficiente de
correlacao (r) 0,9997 maior que o critério minimo aceitavel pela Resolucdo RDC
166/17 de 0,990 (Figura 8). Assim sendo, a linearidade do método de
guantificacdo de FEX é adequada para o intervalo de concentragéo de 2,5 a 40

png/mL por espectrofotometria de absorcéo no ultravioleta.

A Tabela 3 apresenta dos resultados da absorbancia das diluicdes dos

excipientes em DMSO utilizados no desenvolvimento do SEDDS.



55

Tabela 3- Absorbéancias diluicbes dos excipientes em DMSO, em 320 nm.

Excipiente Resposta (absorbancia)
Oleos
Triglicéride de cadeia média 0,004
Oleo de soja 0,064
Maisine CC® 0,082
Surfactantes
Labrasol® 0,025
Tween 80® 0,036
Cremophor EL® 0,056
Kolliphor RH 40® 0,006
Co-surfactante
Span 80® 0,036
Co solvente
Etanol 0,036

Como os valores de todas as absorbéancias encontradas foram proximos
de zero, o método foi considerado com seletividade adequada para

determinacado da solubilidade do FEX nestes excipientes.

Os valores médios das absorbancias referentes as solucbes de FEX 2,5;
10,0 e 40,0 pg/mL, baixa, média e alta concentracéo, respectivamente, obtidos
nos dois dias de analise, os DP e os DPR encontrados para cada nivel de
concentracao estéo apresentados na Tabela 4. Os valores de DPR obtidos foram
inferiores a 5%, indicando boa precisao intra-corrida (repetibilidade) e inter-
corrida (precisdo intermediaria) do método de doseamento de FEX por

espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta (BRASIL, 2017).
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Tabela 4 — Valores de absorbancia e DPR estimados para precisao intra-corrida e inter-
corridas de método de doseamento de FEX por espectrofotometria de absorgcédo no
ultravioleta (n=3)

Concentragéo . o
. Absorbéancia média £ DP DPR (%)
tedrica (ug/mL)

2,5 0,116 £ 0,003 2,8

1° dia 10,0 0,420 £ 0,008 1,8
40,0 1,682 + 0,070 4,2

2,5 0,118 £+ 0,005 4,7

2°dia 10,0 0,430 0,017 4,0
40,0 1,657 + 0,013 0,8

2,5 0,117 + 0,001 1,0

Inter-corridas 10,0 0,425 + 0,007 1,6
40,0 1,670 £ 0,017 1,0

DP = desvio padrédo; DPR (%) = desvio padrao relativo

A determinacéo dos limites de quantificacdo e de deteccao foi realizada
apenas de forma tedrica, como uma estimativa a partir da curva analitica,
segundo as equacdes do item 2.2.1. Os valores de LD e LQ encontrados foram

de 0,9 e 2,7 ug/mL, respectivamente.

Portanto, o método apresentou seletividade, linearidade e precisdo
adequadas e foram determinados os limites tedricos de deteccédo e quantificacédo
como estabelecido pela RDC n° 166/17. O método foi validado quanto a estes
parametros, podendo ser utilizado para o doseamento do FEX nos testes de

solubilidade.

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentracdo de um analito em uma amostra (BRASIL, 2017). Através da
analise de trés curvas analiticas com intervalo de concentragéo igual a 0,2 a 2
png/mL, obteve-se a curva analitica média do método cromatogréfico, que € exibida

na Figura 9.
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Figura 9 - Representacéo gréfica da curva analitica média para avaliagdo da linearidade
do método de doseamento de FEX por CLAE.
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A equacéo da reta obtida apresentou coeficiente de correlagao linear (r)

igual a 0,997 e determinacéo linear (r?) igual a 0,995.

Os valores obtidos indicam que, dentro da faixa de trabalho pré-
estabelecida, ha uma correlacdo direta e linear entre as concentracfes das
solucbes e as respostas apresentadas na andlise. E preconizado pela RDC
166/2017 que o coeficiente de correlacéo deve superior a 0,990 (BRASIL, 2017).

Sendo assim o valor obtido obedece ao estabelecido pela legislacéo.

Para avaliacédo da seletividade, foram preparados SEDDS branco (sem FEX)
e SEDDS FEX e, apods diluicéo, aliquotas foram injetadas no CLAE. As respostas
correspondentes a SEDDS branco, SEDDS FEX e padrdao de FEX sé&o

mostradas na Figura 10:
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Figura 10 — Cromatogramas de amostras de SEDDS, SEDDS FEX e padréo de FEX em
320 nm.
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A seletividade do método analitico € demonstrada através da sua capacidade
de identificar ou quantificar o analito de interesse, mesmo na presenca de outros
componentes presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes
da matriz (BRASIL, 2017). O cromatograma referente a amostra SEDDS FEX
apresentou pico com maximo de absorcdo no tempo de retencdo proximo a 5
minutos correspondente ao apresentado no cromatograma de FEX padrao. Apos
a injecdo do branco no cromatografo, a amostra ndo apresentou absorcao neste
mesmo comprimento de onda. Nao foram observados interferentes na amostra

analisada, portanto, o método é seletivo para quantificacdo de FEX.

O valor do angulo de pureza verificado foi de 1,037 e o angulo limite de 1,162

indicando que FEX pode ser determinado na presenca de outros componentes.

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relacéo a
um valor aceito como verdadeiro (BRASIL, 2017). Para tal, analisou-se a

recuperagdo do FEX em amostras de placebo contendo padréo da substancia
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ativa em trés niveis de concentracdes. Os valores obtidos estdo representados
na Tabela 5.

Tabela 5 — Recuperacdo média e Desvio Padrdo Relativo (DPR) para determinacgao da

exatiddo.
Concentragao Concentracéo Recuperacao
Tedrica . ¢ Recuperacdao i p ¢ DPR (%)
Experimental meédia = DP
(Hg/mL)
0,24 114
0,21 0,23 109 109 + 4,5 4,3
0,22 105
1,07 104
1,03 1,03 100 103+2,6 2,5
1,08 105
2,05 100
2,06 2,13 103 101 +1,53 15
2,09 101

Para as concentracfes de trabalho, consideram-se aceitaveis valores de
recuperacdo média de 80-110% no parametro da exatiddo (AOAC, 2016). Em
todas as faixas de concentracdes, os valores de recuperacao obtidos encontram-
se dentro do critério estabelecido pela norma. Dessa forma, infere-se que o
meétodo se apresenta exato, reproduzindo valores reais adequadamente

préximos dos valores teoricos.

A preciséo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos através
de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a
ser validado (BRASIL, 2017). Neste estudo, o parametro foi avaliado por meio
da repetibilidade, definida como avaliagdo dos resultados obtidos dentro de um
curto periodo, com amostras feitas em nosso laboratério, no mesmo dia. As
analises foram feitas em niveis de baixa, média e alta concentracdo e 0s

resultados obtidos estao apresentados na Tabela 6.

De acordo com o Guideline da AOAC (2016), os valores de DPR maximos

permitidos variam com a concentracdo dos pontos de analise. Dessa forma, as
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concentragdes na faixa de 0,20 e 1,0 pg/mL podem apresentar um valor maximo de
méximo de 11%. Ja para a concentracdo de 2,0 pg/mL, o DPR maximo permitido é
de 7,3%. Uma vez que os valores de DPR obtidos foram inferiores aos valores
preconizados, define-se que o método apresentou precisdo adequada para as
faixas de concentragdes analisadas.

Tabela 6 — Determinacgédo da repetibilidade (preciséo intra-dia).

Concentracdo Concentracéo
Teorica nirag CMD + DP DPR (%)
Experimental
(Mg/mL)
0,25
0,22 0,26 0,26 £ 0,02 5,8
0,28
1,06
1,08 1,14 1,10 £ 0,04 3,6
1,10
2,10
2,16 213 2,12 +£0,02 0,72
2,12

A robustez é um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do
método analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variacfes das condi¢cGes analiticas (BRASIL, 2017). Neste estudo,
a robustez foi avaliada através de alteracBes nos parametros de volume de
injecdo, fluxo e composicdo da fase movel. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 7.

Observa-se que as alteracdes nas condi¢cdes dos parametros analisados
nao apresentaram impacto na quantificacdo do FEX, em que foram mantidas
recuperacfes meédias dentro do preconizado de 80-110%. Portanto, o método
desenvolvido foi considerado robusto frente as alteracbes dos parametros

analisados e adequado para a utilizacdo na rotina.
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Tabela 7 — Recuperagdo média frente a alteracao de condi¢gbes de parametros para

analise de robustez.

Parametro Condicdes Recuperagdo média + DP DPR (%)
19 uL 94 +4.2 4,3
Volume de injegéo 20 pL 97+£35 3,6
21 L 100 £1,0 1,0
0,9 mL/min 104 £ 2,6 2,8
Fluxo de fase mével 1,0 mL/min 97 +£3,.2 3,4
1,1 mL/min 82+24 2,6
65:35 11
(ACN:H20) 89+1,0 ’
Composicao de fase 70:30 39
movel (ACN:H0) 91+29 ’
75:35 08
(ACN:H20) 92 +0,7 ’

3.2 Estudo de solubilidade do FEX em diferentes excipientes

Excipientes comumente utilizados no preparo dos SEDDS foram
investigados para avaliar sua capacidade de dissolver a maior quantidade de
FEX. Na Tabela 8 observa-se a solubilidade de FEX (mg/mL) nos diferentes
excipientes. Entre os 0Oleos testados (triglicéride de cadeia média, 6leo de soja e
Maisine CC®) o triglicerideo de cadeia média foi o 6leo que solubilizou maior
guantidade de FEX (4,9 + 0,3 mg/mL).

A solubilidade do FEX nos surfactantes Labrasol®, Tween 80® e Kolliphor
RH 40° foi alta (variou de 20 a 24 mg/mL), sendo similar entre esses excipientes
(Tabela 8). A solubilidade do FEX no Cremophor EL® (17,8 + 0,7 mg/mL) foi
menor do que aquela observada nos demais surfactantes. A excecdo do
Cremophor EL®, todos os demais surfactantes foram selecionados para

desenvolvimento do SEDDS.

O FEX apresentou baixa solubilidade em etanol e além disto possui uma
séria limitacdo do seu uso que é o fato de evaporar de dentro das capsulas de

gelatina, levando a precipitacdo de farmacos (BORHADE et al., 2009).
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Tabela 8 - Solubilidade de FEX em diferentes excipientes

o Solubilidade
Excipiente

(mg/mL)
Oleos
Triglicéride de cadeia média 49+0,3
Oleo de soja 3,7+0,5
Maisine CC® 3,004
Surfactantes
Labrasol® (EHL14) 23,9+0,9
Tween 80® (EHL 15) 234+1,5
Cremophor EL® (EHL14) 17,8 £0,7
Kolliphor RH 40® (EHL 14-16) 20,3+1,9
Co-surfactante
Span 80® (EHL 4,3) 6,4+0,1
Co solvente
Etanol 3,4+0,2

Resultados expressos em média + desvio padrao (n=3)

A solubilidade do FEX no Span 80®, um tensoativo lipofilico, foi menor
do que aquela observada nos tensoativos hidrofilicos (EHL alto). Entretanto, a
presenca de tensoativos lipofilicos (co-surfactantes) diminui a tenséao interfacial
e confere ao filme interfacial flexibilidade suficiente para ocupar diferentes
curvaturas para nanoemulsées (NEWALE et al., 2015). Assim sendo, o Span 80®

foi selecionado com este objetivo.

3.3 Desenvolvimento das formulacfes

Vérias formulacdes de SEDDS branco foram preparadas para verificacdo
inicial da limpidez e homogeneidade. Foram preparadas 32 formulacdes,
entretanto, somente aquelas que apresentaram aspecto limpido foram
selecionadas para os estudos subsequentes. A Tabela 9 descreve a composicao

das formulac@es selecionadas.

As composicdes utilizando 45 a 60% de 6leo de soja com 20 a 32% de
surfactantes (Tween 80® e Kolliphor RH 40®) e 8% de co-surfactante (Span 80%),

foram testadas, mas houve separacéo de fases. O Labrasol® também foi testado
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sendo utilizado como Unico surfactante, associado com Tween 80® e Span 80®
e TCM, entretanto, ndo houve homogeneidade das preparacdes. Formulacbes
utilizando etanol como co-solvente, refletiram em glébulos de tamanho superior

a 500 nm e IP > 0,2 e, portanto, foram descartadas da sele¢cao de formulacoes.

Tabela 9 — Composicéo das formulagdes dos SEDDS branco (% p/p) e efeito da variacéo

de 6leo, emulsionante, co emulsionante nas propriedades fisico-quimicas.

Formulagdo TCM Tween 80 Span 80 Kolliphor RH40 Tamanho, nm’ IP
F1 20 70 10 29+1 0,662 + 0,016
F2 20 60 20 291 +3 0,329 + 0,054
F3 20 50 30 351+9 0,311 +£ 0,135
F4 30 60 10 385 0,303 £ 0,076
F5 30 50 20 231 +7 0,425 + 0,079
F6 30 40 30 362+ 4 0,386 + 0,164
F7 40 30 30 528 + 54 0,323 £ 0,233
F8 50 40 10 129+2 0,246 £ 0,010
F9 50 30 20 1301 0,551 + 0,033
F10 50 20 10 20 88+1 0,255 + 0,008
F11 60 32 8 181+8 0,310 + 0,008
F12 60 25 15 152+3 0,337 £ 0,042
F13 60 20 20 152+8 0,537 £ 0,007
F14 60 16 8 16 153 +2 0,249 + 0,006
F15 70 15 15 370+ 9 0,396 + 0,082
F16 50 30 10 10 88+1 0,233 £ 0,009

Notas' "SEDDS branco diluido em agua Milli-Q (1:200 v/v). Todos os dados sdo expressos como

média + desvio padrédo (n=3).

A observacdo da Figura 11 mostra a influéncia do aumento da
concentracdo dos surfactantes (utilizados na composicao dos SEDDS) sobre o
tamanho dos gldbulos. Pode ser observado que aumentando a concentracdo de
surfactantes (15 até 70%) nos SEDDS, diminui o tamanho dos glébulos,

entretanto, houve um aumento do IP quando a concentracao foi 70%.
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Figura 11 — Efeito da concentragéo de surfactantes no tamanho de glébulos e IP
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Efeito da porcentagem de surfactantes no tamanho dos glébulos e IP. As formulagGes foram
diluidas 1:200 em &agua Milli-Q.

Ao observar a Tabela 9, o efeito da concentracdo do co-surfactante Span
80® e sua interferéncia no tamanho de glébulo pode ser verificado nas
formulagdes F1 a F3 e F4 a F6. O aumento da concentracdo de Span 80® de 10
até 30% promove um aumento no tamanho de glébulo. Comparando os testes
F8, F10 e F16 obteve-se SEDDS estaveis e quando diluidos em agua os globulos
apresentaram baixos valores de tamanho e IP (préoximo a 0,2), o que infere na
homogeneidade e estabilidade. Entretanto, a inclusdo do Kolliphor RH 40®
refletiu em menor tamanho de F10 e F16. Fato semelhante foi observado por
Zupanci¢ et al. (2016) que concluiu que formulagées com Cremophor RH 40®
apresentaram glébulos menores do que as formulacdes contendo apenas Tween
80®. Assim sendo, as formulagGes F8, F10, F14 e 16 foram selecionadas para

continuidade dos estudos.

3.4 Caracterizacao das formulacdes
A seguir estdo descritos testes de caracterizacao referentes ao SEDDS
carregados com FEX (SEDDS-FEX).
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3.4.1 Tamanho, IP, Potencial zeta e microscopia

Na Tabela 10 observamos os dados de tamanho, IP e potencial zeta dos
SEDDS contendo FEX a 10 mg/mL apés diluicdo 1:200 em agua. Os dados
referentes ao IP e potencial zeta foram similares entre as formulagdes e nao

houve precipitagdo de FEX, conforme avaliagdo microscopica das formulagdes.

Tabela 10 — Caracteriza¢g&o de SEDDS FEX 10 mg/mL FO08, F10, F14 e F16

Potencial Zeta

SEDDSFEX  Tamanho (nm) IP (mVv) Microscopia
FO8 190+ 3 0,267 + 0,018 -19,8 £0,5 Sem precipitado de FEX
F10 79+3 0,237 0,016 -21,9+45 Sem precipitado de FEX
F14 146 £ 4 0,238 £ 0,012 -22,8 +0,6 Sem precipitado de FEX
F16 91+3 0,242 + 0,005 -16,7+ 0,2 Sem precipitado de FEX

(n=3) Diluicdo 1:200 em agua Milli-Q; precipitagdo verificada por microscopia de luz polarizada

Segundo Kohli et al. (2010), SEDDS é um sistema que produz emulsdes
com tamanho de glébulos de alguns nandémetros até varios micrometros. F8,
F10, F14 e F16 apresentaram resultados de tamanho abaixo de 200 nm, embora
os tamanhos dos globulos das formulacdes F10 e F16 tenham sido menores do
gue aqueles observados para as demais (FO8 e F14). Nas quatro formulacfes
testadas obteve-se IP menor que 0,3. Este parametro fornece informacgdes sobre
o grau de homogeneidade de uma amostra. Quanto menor o seu valor, maior
sera a homogeneidade do diametro dos globulos no sistema. Valores de IP
inferiores a 0,3 séo aceitaveis e dependendo da via de administracdo podem ser
aceitos até valores maiores (DAS; CHAUDHURY, 2011). O potencial zeta (mV)
para as formulacdes F8, F10, F14 e F16 foi -19,8 £ 0,5; -21,9 £ 4,5; -22,8 £ 0,6
e - 16,7+ 0,2, respectivamente. Portanto, os valores encontrados foram abaixo

do valor de 30 mV, em moddulo.

Apés 24 horas, F10 apresentou turvagdo e, portanto, essa formulacao
mostrou-se inadequada. F16 foi selecionada para estudos posteriores devido ao
seu menor tamanho de glébulos e IP da nanoemulsdo formada apés diluicdo dos
SEDDS e adequacdo dos parametros de estabilidade e potencial zeta, bem

como isotropia ap6s 24 horas.
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Conforme observado na Figura 12 n&o houve precipitacdo de FEX
guando a concentracdo do farmaco no SEDDS foi igual a 10 mg/mL (SEDDS
FEX 10). Entretanto, a precipitacédo do farmaco foi claramente observada quando
a concentragéo de FEX nos SEDDS foi equivalente a 20 ou 40 mg/mL (SEDDS
FEX 20 e SEDDS FEX 40). Esses dados sugerem que a concentracdo maxima
de FEX nos SEDDS deve ser de 10 mg/mL.

3.4.2 Robustez a diluicao

A robustez foi monitorada apés diluicdo do SEDDS FEX em agua Milli-Q
nas seguintes diluicbes: 100, 200, 500 e 1000 vezes. Conforme a Tabela 11,
todas emulsdes resultantes possuem tamanho nanométrico (tamanho médio

inferior a 100 nm). Demonstra-se, entdo, sua robustez a diluig&o.

Figura 12 — Microscopia de luz polarizada para visualizacdo de FEX

A - SEDDS FEX 10 mg/mL B - SEDDS FEX 20 mg/mL C- SEDDS FEX 40 mg/mL D- SEDDS
branco
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Tabela 11 - Tamanho e IP de SEEDS FEX 10 mg/mL diluida em diversas

proporcdes
Diluicéo Diluicéo Diluicéo Diluicéo
SEDDS FEX F10
1:100 1:200 1:500 1:1000
Tamanho (nm) 95+1 77+1 108 £ 1 110+ 3
IP 0,240 + 0,012 0,187 + 0,006 0,244 + 0,005 0,231+ 0,011
Potencial Zeta -232+1 -248+1,2 -17,3+0,7 -16,0£0,4

(n=3); Diluicdo em agua Milli-Q

A Figura 13 mostra a auséncia de precipitacdo na avaliagdo microscépica
de todas as diluicbes. Este resultado € importante pois a ocorréncia de
precipitagdo ao diluir o farmaco poderia retardar sua absor¢éo, o que nédo é

desejavel.

Figura 13- Microscopia SEDDS FEX 10 mg/mL diluida em diversas proporc¢des

100 ym
—_

A — SEDDS FEX 1:100 B — SEDDS FEX1:200 C — SEDDS FEX 1:500 D — SEDDS FEX 1:1000
Diluicdo em agua Milli-Q
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3.4.3 Avaliagéo da dispersibilidade do SEDDS FEX em MSG e MSI.

As condi¢des de variacao de pH dos meios MSG (pH 1,2) e MSI (pH 6,8)
visam simular o que acontece no transito gastrointestinal. Os dados de tamanho,
IP, potencial zeta e microscopia apés diluicdo (1:200) do SEDDS FEX nos meios
MSG (pH 1,2) e MSI (pH 6,8) estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Caracteristicas de SEDDS FEX em fluido géastrico simulado (pH 1,2) e

fluido intestinal simulado (pH 6,8)

SEDDS FEX F10 Tamanho (nm) IP Potencial Zeta Microscopia
MSG pH 1,2 94+9 0,250 £ 0,034 -0,19+0,13 Sem precipitado*
MSI pH 6,8 97 +2 0,242 £ 0,013 -2,64+£1,15 Sem precipitado*

(n=3) * Diluido 1:200 em agua Milli-Q

Segundo Gupta et al. (2011), o pH do meio pode influenciar
consideravelmente o comportamento de sistemas auto emulsionaveis na
emulsificacdo espontanea. SEDDS FEX (F16) diluido nos meios simulados
apresentou tamanho de glébulos e IP inferiores a 100 nm e 0,3, respetivamente.
O potencial zeta aproximou-se de zero pelo fato dos meios simulados gastrico e
intestinal possuirem eletrolitos, o que neutraliza as cargas de superficie. Esses
achados sugerem que o pH ndo teria influéncia na emulsificacdo e,
provavelmente, no desempenho in vivo do SEDDS. Na Figura 14 observa-se
auséncia de precipitacdo de FEX nos meios. A auséncia de precipitacdo do
farmaco demonstra que possivelmente o FEX se manteve soluvel e associado

aos glébulos da nanoemulsao.

Figura 14- Microscopia SEDDS FEX em MSG pH 1,2 e MSI pH 6,8

A - MSG pH 1,2; B - MSI pH 6,8
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3.4.4 Dispersibilidade de FEX em SEDDS ap6s diluicio em fluidos
gastrointestinais simulados

Sabe-se que os SEDDS sao formulag¢des que otimizam a solubilizagcéo de
farmacos de baixa solubilidade em agua. Assim sendo, um estudo foi conduzido
a fim de avaliar a retencdo do FEX nos glébulos formados apés a diluicdo dos
SEDDS em meios bioldgicos simulados. Dessa forma, aliquotas do meio foram
guantificadas antes e depois da filtracio em membrana de 0,45 pm. Os dados

obtidos séo apresentados na Figura 15.

A porcentagem de FEX retido ap0s diluicdo do SEDDS nos meios MSG e
MSI foi de 94 = 2% e 98 + 1%, respectivamente e esses valores foram
significativamente maiores do que aqueles observados para a suspenséao (28 +
1% e 14 = 2%, respectivamente). Estes dados sugerem que SEDDS forma
nanoemulsdes prevenindo a precipitacdo de FEX apés diluicéo.

Figura 15— Teor de FEX em MSG e MSI antes e apos filtragcdo em membrana 0,45 um.

100 - 04 98
90 -
80 -
70 -
60 -
50 1 m SEDDS

40 - O Suspensao

Fexinidazol (%)

28
30

20 -

10 -

MSG M5l
Meios Simulados

Porcentagem de FEX soluvel em MSG e MSI quando carreado em SEDDS ou na suspensao.
Os dados foram expressos em média + desvio padréo (n=3) nas formula¢bes emulsificadas
apos diluicdo em MSG (apds 2 horas) e MSI (apés 6 horas).
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Finalmente, a suspensdo de FEX também foi avaliada e apresentou-se
como liquido amarelado com finas particulas suspensas. A densidade
encontrada foi de 0,9920 g/mL.

3.5 Estudo de estabilidade

SEDDS FEX foi armazenado em frascos de vidro lacrados a 25 °C e
protegidos da luz por um periodo de 6 meses. A temperatura ambiente e a
umidade relativa (UR) foram monitoradas semanalmente (valoresde 25+ 2 °C e
30 a 60 % UR, respectivamente). Apos 0, 3 e 6 meses de armazenamento, 0
diametro dos glébulos, apés diluicdo dos SEDDS, foi de 114 + 6 nm, 104 £ 4 nm
e 116 £ 3 nm, respectivamente, enquanto que os valores para o IP foram de
0,254 + 0,006, 0,247 + 0,002 e 0,243 = 0,014. Os valores para potencial zeta
foramde -15,5+2,7mV, -11,6 0,9 mV e -14,8 + 1,9 mV apos 0, 3 e 6 meses,
respectivamente. O conteudo do FEX permaneceu praticamente constante
durante o periodo de estudo. Os valores foram 96 + 3%, 96 + 3% e 96 + 5% apos
0, 3 e 6 meses, respectivamente (Tabela 13). Os cristais de FEX estavam
ausentes no SEDDS durante o periodo de avaliacao (Figura 16). O FEX SEDDS

permaneceu homogéneo e isotropico.

Tabela 13 — Estabilidade do SEDDS (10 mg/mL) ap6s 6 meses em temperatura ambiente

(25°C).

Parametro analisado TO T3 T6
Tamanho de (glébulos 114 + 6 104 + 4 116 + 3
(nm)*
Polidisperséo’ 0,254 + 0,006 0,247 + 0,002 0,243 + 0,014
Potencial zeta (mV)" -155+ 2.7 -11,6 +0,9 -148+1,9
Presenca de precipitado Ausente Ausente Ausente
Teor (%) 96 +3 96 +3 96 +5
Aspecto Macroscépico Limpido Limpido Limpido

amarelado amarelado amarelado

Os valores foram expressos como média + DP. (n=3) "Diluido 1:200 em &gua Milli-Q
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Os lotes preparados se mantiveram com tamanho de glébulo inferior a
200 nm, IP proximo a 0,3. O potencial zeta encontrado, ainda que inferior ao
modulo £ 30 mV pode desfavorecer a agregacédo de goticulas devido a repulsdo
eletrostatica. O fato de ndo haver precipitado sugere que o FEX se manteve
soluvel. Estes achados favorecem a estabilidade da formulagdo, conforme
anteriormente discutido no item 3.4.1. De acordo com a RDC 318/2019, é
aceitavel diferencas no teor de até 5% em relacao ao valor inicial. Sendo assim,
a formulacédo foi estavel durante o estudo sem variacbes significativas da

concentragado da substancia.

Figura 16 — Microscopia de luz polarizada nos tempos inicial (TO) e apds 3 (T3) e 6 (T6)

meses de armazenamento dos SEDDS a temperatura ambiente.

As andlises foram realizadas em Microscépio Optico Zeiss®, através de luz polarizada de

aumento 100x.

Também é possivel verificar através da andlise dos cromatogramas, do
tempo inicial do estudo e do 6° més, que nao houve degradac¢des significativas
do FEX uma vez que ndo houve formacdo de picos adicionais (Figura 17),

indicando a estabilidade da formulacao.
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Figura 17 — Cromatogramas de SEDDS FEX no tempo inicial e ap6s 6 meses de estudo
de estabilidade
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Andlises foram feitas em triplicata e os cromatogramas apresentados sdo semelhantes
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CAPITULO Il = ENSAIOS
BIOLOGICOS DE EFICACIA E
PERMEABILIDADE INTESTINAL
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1 INTRODUCAO

O tratamento oral das leishmanioses € uma alternativa interessante
gue pode diminuir a toxicidade aguda associada a administracdo endovenosa,
reduzir custo de tratamento e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Assim,
o desenvolvimento de novos medicamentos de administracdo oral eficazes e

seguros é desejavel (PHAM et al., 2013).

Estudos pré-clinicos sao precursores para o desenvolvimento de
medicamentos para o tratamento de diferentes doencas, sendo amplamente
utilizados para doencas infecciosas e parasitarias (WYLLIE et al., 2012). Em
nosso estudo a eficacia do SEDDS FEX para o tratamento da LV causada por L.
infantum foi avaliada através da determinacdo da carga parasitaria no baco e

figado em dois tempos de tratamento distintos.

Varios modelos animais séo utilizados para os estudos in vivo da LV,
sendo estes dotados de caracteristicas especificas que devem ser consideradas,
pois nenhum dos modelos reproduz fielmente a doenca humana. Isto se deve as
diferencas fisiol0gicas entre as espécies e as diferencas entre a infeccéo natural
e artificial. Entretanto, varios autores conseguem garantir a confirmacdo da
infeccdo e avaliar o impacto dos tratamentos realizados. Podemos considerar o
modelo animal mais apropriado aquele que reproduz melhor os mecanismos
patolégicos similares aos da doenca humana (CONCEICAO-SILVA et. al., 2014).

Isto posto, 0 objetivo deste capitulo € avaliar a eficacia in vivo de SEDDS
FEX no tratamento experimental da LV causada por L. infantum em dois tempos
de tratamento, assim como verificar se a administracao da formulagcédo causaria

irritacéo gastrointestinal através do ensaio de permeabilidade intestinal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Triglicerideo de Cadeia Média (Lipoid), Polissorbato 80 (Tween 80®, Croda),
Span 80® (Sigma), 6leo de ricino hidrogenado PEG-40 (Kolliphor RH 40®, Sigma-
Aldrich), Fexinidazol (Centipharm). Meio Schineider (Merck, Alemanha),
suplementado com soro fetal bovino a 10% (Gibco, Eggenstein, Alemanha),
solucado contendo 100 Ul penicilina potassica e 100 ug/ mL de sulfato de
estreptomicina. (Sigma-Aldrich, EUA). Solucdo de 4&cido dietilenotriamina
pentacético marcada com tecnécio-99m (**"Tc-DTPA) usada para avaliar as
alteragbes na permeabilidade intestinal (PI).

2.2 Métodos

2.2.1 Avaliacdo da eficacia de SEDDS-FEX em animais infectados com L.
infantum

Apés o preparo e caracterizacdo das formulacdes, conforme descrito no
Capitulo I, itens 2.2.4 e 2.2.5 e 2.2.6, foram realizados dois estudos de eficacia
antileishmania. No primeiro estudo, os animais foram tratados por 5 dias
consecutivos, enquanto que no segundo os animais foram tratados por 10 dias
consecutivos. Os estudos foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA /
UFMG: 67/2018 e 261/2018) e atenderam as diretrizes institucionais e nacionais

para o cuidado e uso de animais de laboratorio.

2.2.1.1 Parasitos e inculacdo nos animais

Para propagacdo in vitro de promastigotas da L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) foi utilizado o meio Schneider, completo, enriquecido com
20% de soro fetal bovino (SFB) inativado e 10 uL/ mL de solucédo de antibioticos
contendo penicilina potassica (100 U/mL) e sulfato de estreptomicina (100 pg/mL).
As promastigotas foram mantidas em cultivo (estufa BOD — 23° C) até atingirem
a fase estacionaria de crescimento. A curva de crescimento foi monitorada por

contagem realizada em camara de Neubauer.
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Camundongos fémeas BALB/c (idade: cerca de 6-7 semanas) foram
inoculados com com 2 x 107 de promastigotas de L. infantum, via intravenosa

(0,2 mL), na veia lateral da cauda.

2.2.1.2 Tratamento dos animais

Sete dias ap0s a inoculagdo, os animais foram separados em grupos (n =
7) pesados e tratados por via oral (gavagem, 0,2 mL): suspensao FEX (50 mg /
kg / dia), FEX SEDDS (50 mg / kg / dia - uma mistura de SEDDS FEX com agua
na proporgéo 1:1) e SEDDS em branco, (sem FEX - uma mistura de SEDDS com
agua na proporcéo 1:1). Os outros dois grupos foram: Glucantime® 150 Sbh>*
mg/kg/dia foi administrado por via intraperitoneal (0,2 mL), e controle (animais
infectados e nao tratados). Todos os tratamentos foram realizados por 5 ou 10
dias consecutivos. Os animais foram alojados em gaiolas e submetidos a ciclos
de claro-escuro de 12 horas, com temperatura controlada, e com livre acesso a
comida e agua. Trés dias apos o fim do tratamento, todos os animais foram
eutanasiados e a carga parasitaria no figado e no baco foi determinada por um
ensaio de diluicéo limitante.

Para avaliacdo da toxicidade foi realizada avaliacdo da massa corporal
dos animais no inicio do tratamento e no dia da eutanasia; observacéo de pilo

erecdo; diarreia e mudanca no comportamento.

2.2.1.3 Ensaio de diluicéo limitante
Para avaliacdo da eficacia do tratamento, os animais foram eutanasiados
em camara de CO2z no terceiro dia apos o fim do tratamento e determinada a

carga parasitaria no figado e no baco.

O figado e o baco foram pesados, triturados com agitador Ultra-turrax
(IK, Alemanha) em meio Schneider contendo 20% de soro fetal bovino e 10
uL/mL de solucdo contendo 100 Ul penicilina potassica e 10 ug/mL de sulfato de
estreptomicina. Dois mL de sobrenadante do homogeneizado do figado foram
transferidos para um novo tubo estéril contendo 6 mL de meio. Em seguida, o
tecido foi centrifugado a 52 g (figado) ou 45 g (baco) por dois minutos para

sedimentacao. Os sobrenadantes foram separados e centrifugados a 1900 g por
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10 min (figado) ou 1620 g por 2 min (bago). Os peletes formados foram
suspensos em 1 mL de meio de Schneider contendo 20% de soro fetal bovino
(FBS), penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As diluicdes foram
realizadas em triplicata (1:10) e incubadas a 26 °C por sete dias. Cada poco foi
examinado em um microscopio de inversdo para a presenca de parasitas, e a
carga do parasita foi determinada a partir da maior diluigdo em que o crescimento
foi observado (SANTOS et al., 2018).

2.2.1.4 Andlises Estatisticas

Os dados foram processados no software Graph Prism. A normalidade
e a homogeneidade de variancia dos dados foram avaliadas usando os testes
de Kolmogorov—Smirnov e Bartlett, respectivamente. As analises para eficacia
antileishmania in vivo foram avaliadas usando o teste de analise de variancia
(ANOVA) de um passo, seguido pelo teste de Tukey. A diferenca foi considerada
significativa quando o valor de p foi menor que 0,05. Os dados de carga
parasitaria foram transformados em logio. Todos 0s valores séo expressos como

média + DP.

2.2.2 Avaliacdo da permeabilidade intestinal

Apbs o preparo e caracterizacdo das formulacdes, conforme descrito no
Capitulo 1, itens 2.2.4 e 2.2.5 e 2.2.6, 0 estudo de permeabilidade intestinal foi
conduzido para investigar se a administracédo oral de SEDDS FEX causou danos
a mucosa intestinal. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA /
UFMG: 232/2019) e atendeu as diretrizes institucionais e nacionais para o

cuidado e uso de animais de laboratério.

2.2.2.1 Tratamento dos animais

Camundongos Swiss fémeas saudaveis (20-22 g) foram divididos em
trés grupos (n = 10): suspensdo FEX 50 mg/kg/dia, FEX-SEDDS 50 mg/kg/dia e
controle (n&o tratado, agua). As formulacdes (0,2 mL) foram administradas por

gavagem uma vez ao dia durante 10 dias consecutivos. Para o grupo SEDDS
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FEX, o SEDDS foi disperso em agua ultrapura (1:1) antes da administracdo. Os
animais foram alojados em gaiolas e submetidos a ciclos de claro-escuro de 12

horas, em temperatura controlada, com livre acesso a comida e 4gua.

2.2.2.2 Marcagéo do DTPA com %™Tc

O %MTc utilizado no ensaio foi obtido de um gerador de °*Mo/*®*™Tc
(disponibilizado pelo centro de medicina nuclear do Hospital das Clinicas da
UFMG), e o DTPA fornecido pelo laboratério de radioisétopos da UFMG.

Para a reconstituicdo do DTPA liofilizado foi adicionado ao frasco 1,0 mL
de 99m-Pertecnetato de sodio, com atividade de 10,75 mCi (397,75 MBq). O
composto foi agitado suavemente por 10 vezes até a total solubilizacdo do

liofilizado e mantido sob repouso a temperatura ambiente por 15 minutos.

Para a determinagdo da pureza radioquimica do *°*"Tc-DTPA, uma gota
do reagente recém preparado foi aplicada na regiao inferior de duas fitas de
papel filtro Whatman (1 cm largura x 7 cm de comprimento), conforme esquema

da Figura 18.

Figura 18 — Esquema da fita de Whatman
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Uma das fitas foi colocada em 1 frasco de vidro contendo 500 pL de salina

e a outra fita em outro frasco com 500 pL de acetona. Foi feito um pequeno ponto
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de caneta no fim da fita para visualizar quando o deslocamento da salina e da
acetona chegasse ao local. Aguardou-se a eluicdo dos solventes até o ponto
final das fitas. As fitas foram removidas e secas sobre um papel toalha em
temperatura ambiente, cortadas na metade e inseridas (cada metade) em tubos
de ensaio para a monitoracdo da radioatividade em um curiometro. O estado de
valéncia ideal para o Tc se associar ao DTPA é o +7. A presenca de TcO4 €
TCO, sao considerados impurezas e precisam ser quantificadas. Para a
realizacdo dos célculos de impureza foi determinada a radiacdo e adotadas as

equacdes abaixo:

Placa 1 (Acetona): % **"TcO, (Atividade da parte superior) x 100

(atividade da parte inferior + parte superior)

Placa 2 (Salina): % **"TCO, (Atividade da parte superior) x 100

(atividade da parte inferior + Parte superior)

O ®“™TcO, migra para a parte superior da fita e TCO: fica retido na parte inferior

e entdo detecta-se radiacdo nestas respectivas partes da fita.
A pureza radioquimica pode ser obtida pela equacao abaixo:
Pureza radioguimica = 100 — (% °™TcO4 + % ®°"TCO,).

Para a aprovacdo da pureza radioguimica do %°™Tc-DTPA foi

considerado o valor acima de 90%.

Apos a realizacdo dos testes de pureza, o *°*"Tc-DTPA foi diluido em 3 mL
de salina para posterior administracdo dos animais. Para comparacdo com a
radioatividade encontrada no sangue dos animais, foi preparado um padréo da
seguinte forma: 0,1 mL de **™Tc-DTPA foi adicionado em um baldo volumétrico

de 100 mL e o volume foi completado com agua.
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2.2.2.3 Avaliacdo da permeabilidade intestinal

Para a avaliacado de alteracées no perfil de permeabilidade a partir da
mucosa intestinal foi empregada o método da quantificacdo sanguinea de **MTc-
acido dietilenoaminopentacético (°**"Tc-DTPA) (BARROS et. al., 2017). Vinte e
quatro horas apoés o término dos tratamentos, todos os animais receberam 0,1
mL de ®"Tc-DTPA (20,2 MBq) por gavagem. Apds 4 h da gavagem, os animais
foram anestesiados (100 mg/kg de cetamina + 10 mg/kg de xilazina, por via
intraperitoneal), o sangue foi coletado por incisdo do plexo braquial (300 uL) e
adicionado em frascos Eppendorf contendo 50 pL EDTA 0,1 M, como
anticoagulante. O sangue foi pesado em tubos apropriados para determinacao
da radioatividade.

Os niveis de radioatividade no sangue foram determinados usando um
contador gama automatizado (Perkin Elmer Wallac Wizard 1470-020 Gamma
Counter; PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA). Os resultados foram
apresentados como a porcentagem da dose de radiacdo, que foi calculada

usando a equacdao abaixo:

% dose/g = cpm/g de sangue x 100

cpm do padrao

onde cpm representa a contagem de radioatividade por minuto.

A toxicidade do tratamento também foi avaliada determinando-se o0 peso
dos animais no inicio, durante (5 dias) e ao final do tratamento. Outros sinais
como piloerecdo e sobrevivéncia foram observados como indicadores de

toxicidade sistémica.

2.2.2.4 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados no software Graph Prism. A normalidade e
homogeneidade da variancia dos dados foram avaliadas usando os testes de
Kolmogorov — Smirnov e Bartlett, respectivamente. As andlises para a

permeabilidade intestinal foram avaliadas usando o teste de analise de variancia
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(ANOVA) de uma via, seguido do teste de Tukey. A diferenca foi considerada
significativa quando o valor de p foi inferior a 0,05. Todos os valores sdo

expressos como a média + DP.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacao da eficacia de SEDDS FEX em animais infectados com L. infantum

Os estudos de eficacia antileishmania foram conduzidos em
camundongos infectados experimentalmente por L. infantum. A eficacia do
SEDDS FEX foi avaliada através da determinagéo da carga parasitaria no baco
e figado. Foram realizados dois estudos de eficacia, no primeiro 0os animais
foram tratados por 5 dias consecutivos, enquanto, no segundo a duragédo do
tratamento foi de 10 dias.

DE MORAIS-TEIXEIRA et al. (2019) administraram, por via oral, uma
suspensao de FEX nas doses de 50, 100, 200 e 300 mg/kg/dia, uma vez por dia,
durante cinco dias consecutivos, entretanto, foi apenas com a dose de 100
mg/kg/dia houve reducéo da carga parasitaria para L. infantum no figado e com
a dose de 300 mg/kg/dia no baco e no figado. Conhecidos estes dados, a dose
de 50 mg/kg/dia foi selecionada para o presente trabalho, uma vez que uma das
vantagens do SEDDS € aumentar a solubilidade de farmacos lipofilicos e
promover aumento de biodisponibilidade. Desejavamos observar se seria

possivel obter alta eficacia de FEX utilizando uma dose baixa.

No primeiro estudo, a carga parasitaria no baco foi significativamente
reduzida em animais tratados com SEDDS FEX 50 mg/kg/dia quando
comparado aos grupos controle sem tratamento e SEDDS branco (p< 0,05)
(Figura 19A). Ja os grupos tratados com a suspensao de FEX 50 mg/kg/dia e
Glucantime 150 mg/kg/dia ndo foram capazes de reduzir a carga parasitaria

guando comparados ao grupo controle, sem tratamento (p>0,05).

Entretanto, nenhum dos grupos tratados (SEDDS FEX, suspensao de
FEX ou Glucantime®) foi capaz de levar a reducdo significativa da carga
parasitaria no figado quando comparado ao grupo controle sem tratamento
(p>0,05) (Figura 19B).
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Figura 19- Avaliagcdo da carga parasitaria no baco (A) e no figado (B) de camundongos
BALB/c infectados com L. infantum ap6s 5 dias de tratamento
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Camundongos BALB/c fémeas (n = 7) foram infectados com promastigotas de L. infantum na
veia lateral da cauda e tratados por 5 dias com SEDDS FEX (50 mg/kg/dia de FEX), SEDDS
branco (sem FEX), suspensdo de FEX (50 mg/kg/dia FEX), Glucantime® (Sb* > 150 mg/kg/dia)
e controle (ndo tratado). Trés dias apd6s o fim do tratamento, a carga parasitaria que foi
determinada no baco (A) e no figado (B) através do mé * de diluicdo limitante. Uma diferenca
significativa foi observada para SEDDS FEX em coniparacdo aos grupos SEDDS branco e
controle (* p <0,05).

Modelos murinos de leishmaniose sdo amplamente utilizados no estudo
de novos agentes terapéuticos. Camundongos BALB/c apresentam carga
parasitaria no figado e no baco quando infectados com L. infantum e, nos
estagios iniciais da infeccdo, os parasitas multiplicam-se, sendo a carga
parasitaria do figado muito maior que no baco (15 dias apds inoculacédo)
(OLIVEIRA et al., 2012). De fato, em nosso estudo nés observamos uma carga
parasitaria muito maior no figado (Figura 19B) que no baco (Figura 19A) para
0 grupo controle sem tratamento, o que pode ter impactado na menor eficacia do
SEDDS FEX no figado.

Para a avaliacdo da seguranca do tratamento, os animais foram
acompanhados durante todo periodo do estudo e nédo foi verificada nenhuma
alteracao no comportamento (agitacdo, prostracéo) nem pilo erecao ou diarreia.

Nao foi observada perda significativa de massa corporal em nenhum dos grupos
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guando comparada a massa dos animais no inicio do tratamento e no dia da
eutanasia (Figura 20). Estes achados estdo em consonancia com dados
publicados previamente, 0s quais mostraram que o FEX administrado por via
oral é seguro (WYLLIE et al., 2012).

Figura 20 — Massa dos animais no inicio e fim do estudo
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Um segundo estudo foi realizado aumentando o tempo de tratamento
para 10 dias consecutivos, uma vez ao dia. O SEDDS FEX foi o Unico tratamento
gue levou a uma reducéo significativa da carga parasitaria (p <0,05) quando
comparado ao SEDDS branco e grupo controle, em ambos os 6rgaos avaliados
(figado e baco). O tratamento com Glucantime® (150 mg/kg/dia) resultou em
reducédo significativa da carga parasitaria apenas no figado (p <0,05) quando

comparado ao grupo controle (Figuras 21A e B) .
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Figura 21- Carga parasitaria no baco (A) e no figado (B) de camundongos BALB/c
infectados com L. infantum utilizada como parametro de avaliacdo de eficacia in vivo de
SEDDS FEX com tratamento de 10 dias
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Camundongos BALB/c fémeas (n = 7) foram infectados com promastigotas de L. infantum na
veia lateral da cauda e tratados por 10 dias com SEDDS FEX (50 mg/kg/dia de FEX), SEDDS
branco (sem FEX), suspensdo de FEX (50 mg/kg/dia FEX), Glucantime® (Sb* > 150 mg/kg/dia)
e controle (ndo tratado). Trés dias apds o fim do tratamento, a carga parasitaria que foi
determinada no baco (A) e no figado (B) através do método de diluicdo limitante. Uma diferenca
significativa foi observada para SEDDS FEX em comparacdo aos grupos SEDDS branco e
controle (* p <0,05).

E interessante observarmos que o aumento no tempo de tratamento
para 10 dias levou a uma maior eficacia do SEDDS FEX, com reducao
significativa da carga parasitaria nos dois 6Orgdos avaliados (p<0,05). Em
contraste, ndo houve mudanca na eficacia do tratamento com a suspensdo FEX
(p>0,05). E possivel que essa maior eficacia observada para SEDDS FEX possa
ser explicada por uma maior solubilizacdo do FEX, favorecendo sua absorcao
devido aos componentes usados no preparo dessa formulacéo.

Para a avaliacdo da seguranca do tratamento, os animais foram
acompanhados durante todo periodo do estudo e nao foi verificada nenhuma
alteracao no comportamento dos animais (agitacao, prostracdo) nem pilo erecéo
ou diarreia. Ao comparar a massa dos animais no inicio do tratamento e no dia
da eutanasia, ndo foi observada perda de peso significativa em nenhum dos

grupos (Figura 22). Ao incluirmos o grupo SEDDS branco avaliamos também
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possivel toxicidade dos excipientes utilizados, sendo que ndo houve alteracéo

de comportamento nem perda de massa dos animais.

Figura 22- Massa dos animais durante o periodo do estudo de 10 dias de

tratamento
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3.2 Permeabilidade intestinal

Em condicbes normais, o sistema gastrointestinal tem varias linhas de
defesa contra toxinas, antigenos e microrganismos para regular a passagem de
tais agentes, com mecanismos que incluem sistemas de protecdo inespecifica
no limen intestinal, células epiteliais e sistema imunolégico. A permeabilidade
intestinal refere-se a propriedade das membranas do trato intestinal de
controlarem a passagem de diferentes macromoléculas (BISCHOFF et al.,
2014).

A permeabilidade intestinal pode ser alterada em diversas condicoes,
como processos inflamatérios, utilizacdo de medicamentos e condicdes
fisiologicas, permitindo a passagem de forma indiscriminada de agentes téxicos
e até mesmo a translocacdo de bactérias do lumen intestinal para a corrente
sanguinea. A alteracdo da permeabilidade intestinal € um indicativo de injarias

no sistema gastrointestinal e a sua monitorizagdo € uma ferramenta importante
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para a avaliacdo das condi¢des clinicas do modelo de andlise (ANDRADE et al.,
2016).

3.2.1 Marcacéo do DTPA com %°MTc

A pureza radioquimica do **"Tc-DTPA encontrada foi 98%, ou seja, no
minimo 98% dos atomos de *°™Tc se ligaram as moléculas de DTPA. Segundo
Saha (2004), a pureza radioquimica obtida deve ser maior que 95%. Portanto, a
eficiéncia de marcacdo do radiofarmaco estd dentro dos parametros

determinados na literatura.

3.2.2 Avaliagéo da permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal foi avaliada pelo método do **™Tc-DTPA. O
estudo foi conduzido com a administracéo oral de SEDDS FEX 50 mg/kg/dia,
suspensao de FEX 50 mg/kg/dia e grupo controle (agua) por 10 dias e avaliacédo
do efeito das formulagGes na permeabilidade intestinal. A %dose/g de *°™Tc-
DTPA no sangue para o grupo controle, SEDDS FEX e suspensao FEX foi de
0,021 +0,01%; 0,033 £ 0,017% e 0,032 + 0,023%, respectivamente (Figura 23).
N&o houve diferenca significativa entre os grupos SEDDS FEX, suspensao de
FEX e controle (P> 0,05). Em um epitélio integro, apenas 2% da fracéo
administrada do radiofarmaco (*®"Tc-DTPA) atravessa o epitélio intestinal, sendo
essa fracdo aumentada consideravelmente apds lesdes na mucosa intestinal
(BARROS, et. al., 2017). Esses dados sugerem auséncia de danos a mucosa
intestinal quando o SEDDS FEX e a Suspenséo de FEX foram administrados

por via oral por 10 dias.



88

Figura 23 - Permeabilidade intestinal determinada em % dose / g de ®*™Tc-DTPA no
sangue.
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Para a avaliacdo da seguranca, os animais foram acompanhados
durante todo o periodo de estudo e nao foi verificada nenhuma alteracdo no
comportamento dos animais (agitacédo, prostracao) nem pilo erecao ou diarreia.
Ao comparar a massa dos animais no inicio do tratamento, 5 dias e no dia 10,

houve ganho de peso nos animais de todos os grupos (Figura 24).

Figura 24 - Massa dos animais durante o periodo do estudo de 10 dias
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5. DISCUSSAO GERAL



90

5 DISCUSSAO GERAL

ALV é considerada a forma mais grave das leishmanioses e pode ser fatal
se nao tratada adequadamente. As terapias disponiveis para as leishmanioses
estdo longe de ser ideais devido a toxicidade, alto custo, falta de eficacia, falta
de acesso em certas areas e resisténcia emergente aos medicamentos (BRUNI,
et. al.,, 2017). O tratamento oral para LV € uma proposta atraente que poderia
atenuar a toxicidade aguda associada a administracdo parental, reduzir e
controlar os efeitos colaterais, reduzir o custo do tratamento, melhorar a
gualidade de vida dos pacientes e também por ser mais facil de gerenciar em
paises em desenvolvimento (PHAM, et. al., 2013). O FEX é uma alternativa
terapéutica que demonstrou eficacia in vitro, assim como in vivo no tratamento
oral de LV (WYLLIE et al., 2012; DE MORAES et. al., 2019). No entanto, FEX é
um farmaco hidrofébico que apresenta baixa solubilidade (PUBCHEM, 2013;
CHATTERJEE et al., 2016). Portanto, SEDDS contendo FEX foram
desenvolvidos neste trabalho, uma vez que esses sistemas sdo uma alternativa
para superar esse obstaculo melhorando a biodisponibilidade e eficacia dos
farmacos hidrofébicos (BINDHANI, et al., 2019; MAZZETI, et al., 2020).

A selecdo de excipientes para a composicdo do SEDDS foi baseada na
capacidade de solubilizar o FEX. A solubilidade FEX em TCM foi maior do que a
observada para outros 0leos testados. Esses dados estédo de acordo com dados
previamente publicados, os quais mostraram que o TCM apresenta boa
capacidade de solubilizacdo de farmacos lipofilicos (MAURYA, et al., 2017). Os
triglicerideos de cadeia média sdo amplamente utilizados no desenvolvimento
dos sistemas auto-emulsionaveis e possuem boa capacidade de disperséo nos
meios biolégicos devido a sua capacidade de auto emulsificacdo e boa
estabilidade quimica (CERPNJAK et al., 2013).

Em relacdo aos surfactantes, a solubilidade do FEX em Labrasol®,
Tween 80® e Kolliphor RH 40® foi alta. No entanto, embora Labrasol® seja um
excipiente farmacéutico amplamente utilizado para dissolver farmacos lipofilicos
(SHA, et al., 2005), esse surfactante nédo foi selecionado, pois SEDDS contendo
esse excipiente ndo apresentaram isotropia. Tween 80® e Kolliphor RH 40°®

foram selecionados e o0 SEDDS contendo esta c90ombinacdo apresentou, apés
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diluicdo, nanoemulsdo com tamanho pequeno de glébulos e IP proximos a 0,2.
ZUPANCIC, et al., (2016) também relataram dados similares. Além disso, esses
surfactantes néo idnicos tém sido usados em SEDDS carreados com farmacos
hidrofébicos, tais como &cido retindico (MARQUES BORGES et. al., 2020),
mesilato de eprosartam (BINDHANI et. al., 2019), paclitaxel (CHO et. al., 2016)
e artemisinina (MEMVANGA, 2012). Alguns surfactantes ndo i6nicos como
Cremophor EL®, Cremophor RH 40®, Span 80®, Tween 80® inibem a GpP
(glicoproteina-P), que € um dos transportadores de efluxo comumente
conhecido, o que seria vantajoso em relagcédo a absor¢éo do farmaco (ZHANG et.
al., 2003).

A incorporacao do FEX na formulacéo selecionada (F16) resultou em
um SEDDS classificado como tipo Ill e produziu resultados interessantes. O
tamanho (nm), IP e potencial zeta (mV) para o SEDDS branco e SEDDS FEX foi
de 88+1;0,233+0,009 e-21,8+3,5e91+3;0,242 + 0,005 e -16,7 +0,2. Esses
valores similares mostram que a incorporacdo do FEX nédo alterou as
caracteristicas do SEDDS e sugerem que o farmaco esta associado aos glébulos
formados apoés diluicdo do SEDDS. Além disso, a formulagcédo selecionada néo
apresentou cristais de farmaco, sugerindo a retencéo do FEX nos glébulos apds
a diluicdo. Esses achados estdo em consonancia com dados previamente
publicados (Cho et. al., 2016), os quais mostraram, por meio de analises de
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e difracdo de Raios X, que o farmaco
(paclitaxel) estaria disperso molecularmente na formulacdo SEDDS ou
distribuido em um estado amorfo ou cristalino com tamanho muito pequeno.

Vale ressaltar que o tamanho do SEDDS FEX ap06s diluicdo foi muito
pequeno (<100 nm). Chatterjee et al. (2016) discutem que € comum considerar
gue a formacdo de dispersdo em escala nanométrica afeta a absorcdo do
farmaco e que quanto menor tamanho dos glébulos maior biodisponibilidade.
Entretanto, outros fatores tais como suscetibilidade do sistema a lipdlise e
realizacdo de estudo in vivo devem ser considerados para concluir sobre a
influéncia do tamanho no aumento de biodisponibilidade

As caracteristicas do SEDDS FEX foram mantidas apés diferentes
diluicbes em &gua ou em meio simulado. E importante garantir que a
nanoemulséo formada tenha propriedades similares em diferentes diluicbes para

atingir um perfil de liberacdo uniforme do ingrediente farmacéutico ativo,
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garantindo que o mesmo nédo seja precipitado em diluicdes mais altas, o que
pode retardar significativamente a absorcdo (CERPNJAK, et. al., 2013; GUPTA,
et. al., 2011). Mazzeti et al. (2020) e Sposito et al. (2017), também encontraram
glébulos de tamanho nanométrico de IP proximo a 0,25 apds diferentes diluicées
de SEDDS branco em &agua.

O potencial zeta € um indicador da carga elétrica total da superficie das
particulas, podendo corresponder a dissociacdo de grupos funcionais. Este
parametro pode auxiliar nas informacdes sobre a estabilidade, pois geralmente
h& uma menor agregacao dos glébulos quando h& repulséo eletrostatica entre
eles. Para garantir a estabilidade, acredita-se que o potencial zeta deve ser
superior ao médulo de 30 mV (FREITAS; MULLER, 1998). Porém, existem
algumas formulacdes com estabilizantes que possuem um potencial zeta menor
e nem por isso sdo instaveis (MUELLER et al., 2000). Os valores negativos
obtidos podem ser explicados pela presenca de acidos graxos de surfactantes
derivados de ésteres de acidos graxos, como Tween 80® e Span 80® (SALVIA-
TRUJILLO, et. al.,, 2013). Embora esses valores sejam baixos, surfactantes
etoxilados como Tween 80® e Kolliphor RH 40® também agem por meio de
impedimento estérico, contribuindo para aumentar a estabilidade da
nanoemulsdo formada apoés a diluicdo do SEDDS.

A préxima etapa foi investigar a retencdo de FEX nos globulos da
nanoemulsdo apos diluichio de SEDDS em meio simulado. Nossos dados
mostraram claramente que a retencdo de FEX quando carreado em SEDDS foi
marcadamente maior do que a obtida para suspensdo em ambos 0S meios
simulados, MSG e MSI. Espera-se que a substancia ativa seja solubilizada nos
glébulos das nanoemulsdes formados apos a diluicdo do SEDDS, uma vez que
esse sistema otimiza a solubilizacdo de farmacos com baixa solubilidade em
agua (SHEHATA, et. al., 2016). Maurya et al. (2017) descrevem que a formacéo
espontanea de uma emulsdo no trato gastrointestinal apresenta o farmaco na
forma solubilizada e que o tamanho nanométrico dos glébulos fornece grande
area interfacial, facilitando absorcao do ingrediente ativo. Marques Borges et. al.,
2020 e Shehata et. al., 2016 também encontraram alta retencdo de farmacos

hidrofébicos em globulos apos diluicdo de SEDDS em meio simulado.
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O estudo de estabilidade é uma parte importante do processo de
desenvolvimento e aprovacédo de uma formulacdo. O SEDDS FEX desenvolvido
apresentou-se quimicamente estavel por 6 meses a 25 + 2°C e 30 a 60% UR.
Zaghloul et. al. (2019) destaca a importancia do estudo de estabilidade na
garantia da seguranca e integridade do ativo presente em uma formulagéo.

A fim de avaliar a eficacia in vivo desta nova formulacdo SEDDS
FEX no tratamento da LV, foi inicialmente realizado um estudo utilizando o
protocolo similar ao adotado por De Morais-Teixeira et al. (2019). E interessante
notar que, como naquele estudo, também n&o observamos a eficacia da
suspensao de FEX em relacdo aos parametros avaliados: carga parasitaria no
baco e figado. No entanto, os dados do presente estudo mostraram que o
SEDDS FEX foi capaz de reduzir signicativamente a carga parasitaria no baco
(p<0,05), em comparacdo aos grupos controle (sem tratamento) e SEDDS
branco, resultando em 91% de supresséo da infeccao.

Em nosso segundo estudo, os animais foram tratados (SEDDS FEX 50
mg/kg/dia) durante 10 dias, com uma dose total administrada de 500 mg/kg. O
aumento do tempo de tratamento levou ao aumento da eficacia do SEDDS FEX,
com reducéo significativa da carga parasitaria no baco e no figado, quando
comparados com aos grupos SEEDS branco e controle (ndo tratado) (p <0,05),
resultando em 99,5% e 99% de supressédo da infeccdo em ambos os orgaos,
respectivamente. No entanto, ndo houve aumento na eficacia da suspenséao de
FEX. De Morais-Teixeira et al. (2019) mostraram que apenas a suspensao de
FEX na maior dose avaliada (300 mg/kg/dia - dose total administrada de 1500
mg/kg) foi eficaz na reducao da carga parasitaria no baco e no figado.

Uma suspensédo de FEX também foi avaliada em camundongos BALB/c
infectados com L. (L.) donovani, nas doses 25, 50, 100 e 200 mg/kg/dia, exigindo
uma dose de 200 mg/kg/dia (dose total administrada de 1000 mg/kg) para
supresséao de 98,4% da infeccdo no figado (WYLLIE, et. al., 2012). Entretanto, é
importante ressaltar que diferentes métodos para andlise da carga parasitaria
podem refletir na obtencdo de resultados diferentes, assim como, diferentes

espécies de Leishmania possuem caracteristicas bioquimicas e moleculares
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especificas, o que pode refletir em diferentes graus de sensibilidade perante os
farmacos (ESCOBAR et al., 2002; YARDLEY & CROFT, 1997).

Outro fato interessante a ser destacado nos dois estudos in vivo
realizados, o Glucantime®, medicamento de referéncia no tratamento da LV, foi
administrado na dose de 150 mg Sb®°'/kg/dia, uma dose cerca de 10 vezes
superior aquela recomendada para tratamento humano (BRASIL, 2017). No
entanto, esse medicamento foi eficaz apenas na reducéo da carga parasitaria no
figado (p<0,05), quando os animais foram tratados por 10 dias, resultando em
supressao de 99% da infec¢do nesse 6rgao.

O aumento da eficicia observada para SEDDS FEX pode ser explicado
por uma melhora na absorcdo do FEX quando administrado por via oral. Foi
demonstrado que a forma farmacéutica utilizada para a administracdo do FEX
afeta sua biodisponibilidade (TARRAL, et. al., 2014). Os excipientes usados na
formulagédo do SEDDS podem facilitar a solubilizagdo do FEX, favorecendo sua
absorcao. Por outro lado, o SEDDS disponibiliza o farmaco em nanoestruturas
com alta area de superficie para absorcdo (DATE, et. al., 2010).

Por fim, vale ressaltar que, nossos dados de permeabilidade intestinal,
obtidos por meio de DTPA, macromolécula que raramente atravessa a barreira
intestinal, mas que pode ser absorvida quando a barreira epitelial esta
danificada, sugerem que SEDDS FEX ndo mostrou evidéncia de lesdo na
mucosa intestinal. A literatura relata aumento da permeabilidade intestinal
associada a administracdo oral de surfactantes (CHASSAING, et. al., 2015),
entretanto, em nosso estudo ndo observamos aumento. Portanto, a eficacia
melhorada para SEDDS néo poderia ser associada a toxicidade na barreira
intestinal e, muito provavelmente, pode ser atribuida ao aumento da absorcao,

do farmaco.

Como perspectivas deste trabalho poderiam ser realizados outros estudos
tais como: farmacocinética para que possam ser verificadas diferencas na
biodisponibilidade do FEX quando administrado em SEDDS ou em suspensao;
ensaio de toxicidade aguda; estudo de dose plena; usar outros farmacos como
controle no ensaio de eficicia (ex. Miltefosina). Finalmente, a formulacéo poderia

ser otimizada com intuito de aumentar a solubilidade do FEX no SEDDS.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel desenvolver e caracterizar um SEDDS
carregado com FEX. Avaliamos varios parametros fisico-quimicos do SEDDS
(aspecto, tamanho de particula, IP, potencial zeta). A forma¢édo da nanoemulsdo
apos diluicdo em meio simulado de estémago (pH 1,2) e intestinal (pH 6,8) e a
auséncia de precipitacdo do farmaco no meio simulado demonstra que o FEX
permaneceu soluvel. O tratamento de animais infectados experimentalmente por
L. infantum com SEDDS FEX levou a uma reducado significativa da carga
parasitaria no figado e baco, quando comparados aos grupos SEEDS branco e
controle. Nao houve dano a mucosa intestinal. O conjunto de resultados mostra
gue o SEDDS FEX pode ser uma alternativa oral promissora para o tratamento
da LV causada por L. infantum.
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