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COMPOSICOES FARMACEUTICAS MICROPARTICULADAS CONTENDO
ANTIPARASITARIOS PARA TERAPIA SUBCUTANEA PROLONGADA, USO
DAS DITAS COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA A PRODUGAO DE
UM MEDICAMENTO E METODO DE TRATAMENTO DE PARASITOSES

CAMPO DA INVENGAO

A invencdo se refere a uma composicdo farmacéutica contendo
anfotericina B ou compostos antimoniais tais como, antimoniato de meglumina,
estibogluconato de sddio e tartarato de potassio e antimonio (lll) hidratado
(Sb"), ou ainda uma chalcona nitrada, que nesse caso seria a 3-nitro-2-hidroxi-
4 6-dimetoxichalconas que resolvemos denomina-la de CHB8. Essas chalconas
nitradas(CH8) encapsulados em particulas de polimeros biodegradaveis de
liberacdo lenta. Esta invencdo também se refere ao uso destas composiches
farmacéuticas, a um medicamento e ao tratamento de parasitoses.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

As doencgas parasitarias, entre elas a malaria, as [eishmanioses,
as fripanossomes, além de outras, s&oc consideradas um dos grandes
problemas de satde publica no mundo. Estas doengas, porém, se concentram
nos paises que apresentam populacdes de baixa renda, como por exemplo,
paises da Africa, Asia e América do Sul. Isso ocorre em grande parte devido 3
falta de politicas publicas na area de salde e saneamento basico, esses paises
possuem os maiores ndmeros de casos e mortes por essas parasitoses.

Negligenci‘adas pelo setor privado, o controle dessas endemias
depende, quase dque exclusivamente, de iniciativas governamentais
(universidades, institutos de pesquisa e laboratdrios oficiais), havendo uma
grande caréncia de alternativas para o tratamento quimioterapico. A
abordagem terapéutica para estas parasitoses € complicada pelo aparecimento
de resisténcia, tal qual mencionado para os agentes anticancerigenos, havendo
também nestes casos a necessidade um esforgo continuo visando o

desenvolvimento de novos farmacos.
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A leishmaniose & um compiexo de doengas causadas por varias
espécies de protozoarios do género Leishmania, que podem causar no homem
e em outros vertebrados um espectro de formas clinicas. Essas podem ser
classificadas em forma Tegumentar, que inclui as formas cutanea simples,
difusa e mucocutanea, frequentemente desfigurantes, e forma Visceral muitas
vezes letal. Estima-se que haja no mundo 12 milhdes de pessoas infectadas, e
uma incidéncia anual de 0,5 milhdo de casos da forma visceral e 1,5 a 2
milhées de casos da forma tegumentar (WHO, 2004). A Leishmaniose Visceral
foi recentemente priorizada pela Organizagdao Mundial de Saudde, junto com a
dengue e a tripanossomiase africana, como doengas tropicais de categoria 1
(reemergentes e/ou fora de controle) (REMME et al,, 2002). O Brasil ocupa
posicdo impar, pois € endémico para ambas as formas Tegumentar (simples,
mucocuténea e difusa) e Visceral, com uma média anual de 30 mil e 4mil casos
notificados, respectivamente, ¢ grau de letalidade para esta Uitima de 8,5%.
Agui, a maioria dos casos ocorre nas regides Norte e Nordeste, com
crescimento recente de casos nas regibes Centro- Oeste, Sudeste e DF
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006 e 2007a e b). A Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), como sdo coletivamente chamadas as diferentes formas de
leishmanioses tegumentares da América Latina, sdo causadas por espécies do
parasito diferentes das que ocorrem no Velho Mundo. Mais de 80% dos casos
sdo causados pela Leishmania (V) braziliensis, seguida da Leishmania (V.)
guyanensis e Leishmania (L.) amazonensis (MINISTERIO DA SAUDE 2007a).
O parasito existe como promastigota flagelado no vetor flebotomineo, e como
amastigota aflagelado dentro de fagécitos mononucleares do hospedeiro
vertebrado. A localizagdo intracelular privilegiada dificulta o acesso de
farmacos ativos, o que torna esta doenga de dificit tratamento. |

A terapia de pacientes com leishmaniose ainda se baseia no uso
de antimoniais pentavalentes. Os sais antimoniais s&o obtidos sinteticamente a

partir do acido antimbnico e da N-metil-glucamina. A administragéo
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intramuscular ou endovenosa do antimoniato & rapidamente absorvida, de
forma que apés 48 horas 90% da dose inicial ja foi excretada pelos rins. Faz-se
necessario, altas doses repetidas para manter o nivel terapéutico do antimdnio

nos tecidos. Com isso, surge uma diversidade de efeitos colaterais como

- mialgia, pancreatite, pancitopenia, hepato e cardiotoxicidade. A pancreatite

parece ser a causa frequente de nauseas e dores abdominais (GASSER et a/,

1994).

A intolerancia ou refratariedade do paciente ao tratamento com

antimoniais levam ao uso da pentamidina ou da anfotericina B como drogas de

segunda escolha, ambas também administradas por via intramuscular ou

endovenosa. A pentamidina tem eficacia semelhante aos antimoniais (TUON et
al 2008), mas produz outros efeitos colaterais como hipoglicemia, diabetes,
taquicardia, hipotenséo, nefrotoxidade e dores locais na administragcéo na dose
de 4mg/kg.dia alternados, durante 30 dias pela via intramuscular. A a_nfotericina
B ¢ um antibidtico poliénico isolado da bactéria Streptomyces sp, usado
inicialmente como farmaco antifungico, especialmente em infecgdes sistémicas.
E indicada comec tratamento alternativo para a leishmaniose visceral e
mucocutanea, € considerada a droga que apresenta falha terapéutica mais
baixa, sendo que, em regides refratarias aos antimoniais, como na India, j& &
tida como medicamento de primeira linha. A dose recomendada & de 0,75-
1mg/kg.dia por 20 dias, administrados através de infusdes endovenosas lentas
em geral com internagdo do paciente' (BERN ef al., 2006). A Anfotericina B,
também é indicada para o tratamento de pacientes imunocomprometidos, como
pacientes HIV positivos, que embora seja mais ativa que os antimoniais, produz
graves efeitos colaterais. Esses efeitos séo explicados por sua afinidade
também pelo colesterol na membrana da célula humana, mesmo que em
menor extensdo que ao ergosterol e por sua insolubilidade. Os principais

efeitos relatados sdo hipocalemia, cardio e nefrotoxidade (CROFT & COOMBS,
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2003). Algumas alternativas de ftratamento estéo sendo estudadas, como
modifica¢des na dose e duragdo. Uma alternativa com grande potencial de
aplicagéo seria usar, os sistemas de carreamento e liberagdao de farmacos,
destacando-se como uma das areas da indUstria farmacéutica mais
promissora, devido & possibilidade de resgatar drogas ativas que foram
descartadas por sua toxidez ou baixa biodisponibilidade e o alto custo no
descobrimento e desenvolvimento de novas moléculas ativas.

Os problemas mais comuns que costumam impedir a aprovacéo
de farmacos potencialmente efica'zes 840 sua rapida metabolizagdo no
organismo e os efeitos toxicos decorrentes de sua baixa solubilidade
plasmatica efou sua agao indiscriminada sobre células sadias. Idealmente, um
férmacb de efeito sistémico deve permanecer na circulagéo o tempo necessario
para seu efeito terapéutico, dentro de uma faixa segura de alta eficacia
combinada a baixa toxidez, e um minimo de doses repetitivas. Aléem de
protegé-lo contra a degradacgdo prematura e promover sua solubilizagéo, o

encapsulamento de um farmaco em micro & nanoparticulas apropriadas pode

" ajudar a direciona-lo para o seu tecido ou célula alvo. Os sistemas de liberacao

controlada de farmacos apresentam varias vantagens em relagéo aos sistemas
convencionais, tais como: 1) Maior controle da liberagdo do principio ativo,
diminuindo o aparecimento de doses toxicas e subterapéuticas; 2) Utilizacdo de
menor quantidade do principio ativo; 3) Resultando em menor custo; 4) Maior
intervalo de administragao; melhor aceitagdo do tratamento pelo paciente e a
possibilidade de direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico.

Os primeiros a serem desenvolvidos, e (nicos ja aprovados paré
uso sistémico endovenoso, sdo os lipossomas. A partir da década de 1980
varios polimeros biodegradaveis foram e estéo sendo utilizados no preparo de
micro e nanoparticulas, incluindo os polimeros sintéticos poli-{latico-co-
glicélico) (PLGA), além dos biopolimeros quitosana e polihidroxialcanoatos

(PHA). De tamanho mais reduzido, na ordem de 1-10 nm, temos a
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ciclodextrina; e mais recentemente os polimeros esféricos e ramificados, os
dendrimeros, que estdo sendo estudados quanto 4 sua viabilidade
farmacéutica. Alguns destes sistemas j& foram estudados para melhorar a
solubilidade e/ou diminuir a toxidez dos antimoniais e da anfotericina B na
leishmaniose (ROSSI-BERGMANN e FREZARD, 2007). Devido ao fato da
Leishmania infectar quase que exclusivamente macréfagos, o uso de sistemas
particulados constituiria uma excelente ferramenta para levar farmacos para a
célula infectada, em contato intimo com os parasitos, reduzindo sua toxidez
para outras células e o aparecimento de efeitos colaterais. Além disso,
limitagdes farmacocinéticas podem ser contornadas pela liberagdo lenta dos
lipideos ou polimeros biodegradaveis que constituem as particulas, reduzindo

assim sua dosagem.

Os lipossomos foram as primeiras particulas delineadas para
vetorizacdo de drogas antileishmaniais. Hoje em dia, a (nica formulagao
comercialmente disponivel e aprovada para o uso humano para o tratamento da
leishmaniose é a Anfotericina B encapsulada em lipossomos unilamelares
carregados negativamente (Ambisome®) (SUNDAR & RA_I,‘ 2002). Recentes
estudos relacionados com a foxicidade e efetividade de formulagtes
lipossomais de antimoniato de meglumina em caes com leishmaniose visceral
demonstraram que a formulagao reduziu significantemente a carga parasitaria
da medula 6ssea dos cdes e nao provocou mudangas significantes nas fungdes
hepaticas e renais na dose (6.5 mg Sbh/kg/dose) com quatro doses (4 dias de
intervalos) (FREZARD, F. & MICHALICK, M. S. M, 2008).

A aplicacdo clinica de formulagdes de anfotericina B associada a
lipideos levou a uma melhora notavel na quimioterapia de leishmaniose. Essas
formulagdes associadas a lipideos como o AmBisome®, encapsulada em
lipossomos unilamelares, o Abelcet®, incorporada em complexo lipidico; e o

Amphocil®, como uma suspensédo coloidal em colesterol foram avaliadas em
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testes clinicos para leishmaniose visceral e mucocuténea. Das trés formulagdes,
o AmBisome® demonstrou maior eficiéncia favorecendo sua aprovagao pelo
FDA (Food and Drug Administration). Os efeitos colaterais diminuiram
principalmente a nefrotoxidade, por diminuir sua eliminagdo renal, além de
aumentar sua meia vida plasmética. Outra vantagem & a possibilidade de se
administrar doses maiores do farmaco em menor espago de tempo. Porém, o
fator limitante do uso dessas formulagdes lipossomais € o alto da fosfatidilcolina,
o que inviabiliza o acesso ao tratamento por grande parte da populacédo afetada
(GOLENSER et al. 1999).

Os sistemas poliméricos micro e nanoparticulas poliméricas sao
sistemas carreadores de farmacos que incluem capsulas e esferas. Sua maior
vantagem em relagdo aos lipossomos & a maior estabilidade, podendo ser
liofilizados para armazenagem. Fatores como tipo e proporgéo dos polimeros na
formulagdo determinam caracteristicas importantes como estabilidade e
estrutura cristalina e biodegradabilidade, que influencia na velocidade de
liberagdo do farmaco (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003). O polimero de poli
(Jactideo), ou PLA, € um dos mais estudados para aplicagéo bioldgica, por sua
alta biodegradabilidade e biocompatibilidade, ja tendo inclusive uso clinico
aprovado na constituicdo de fios de suturas e proteses ortopédicas
biodegradaveis. As nanoesferas de PLA ja foram também testadas com certo
sucesso como carreadoras de varios antileishmaniasis, como a primaquina,

pentamidina, bacopasaponina e atovaguona, para o tratamento experimental da

leishmaniose visceral por via endovenosa. Na leishmaniose cutanea, As

nanoparticulas de PLA de 200 nm foram testadas com sucesso pelo nosso
grupo, na veiculagdo da chalcona nitrada(CH8) DMC para o tratamento
subcutdneo de camundongos infectados com L. amazonensis (TORRES-
SANTOS et al., 1999).

Os primeiros registros do uso de particulas poliméricas para

veiculagdo de antileishmaniais datam de 1987, quando microparticulas de
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poliacrilamida com diémetro superior a 1um foram utilizadas para complexagéo
do antimonial pentavalente estibogluconato de sédio (DHANARAJUA, M. D. et
al., 2006; ESPUELAS, M. S. ef al, 2002). Como mencionado acima, por seu
tamanho relativamente grande, as microparticulas nao sdo indicadas para uso
parenteral pelo risco de formacdo de émbolos e trombos nos capilares
sanguineos, sendo seu uso terapéutico geralmente restrito as vias subcuténea,
intramuscular, oral ou intranasal. Até hoje nenhuma formulagdo polimérica foi
disponibilizada comercialmente para tratamento da leishmaniose humana.
Além do PLA, o PLGA também é interessante como sistema de liberagéao
controlada de drogas. Este polimero também ja foi aprovado pelo FDA, como
estruturas biodegradaveis usadas em parafusos e tachas ortopédicos, fios de
sutura e sistemas de reparo de menisco e cartilagem (ELIAZ e KOST, 2000).
Alem disso, o PLGA é amplamente utilizado na medicina cosmética no
preenchimento subcutédneo de rugas, com alto grau de aceitacdo pelos
pacientes. Os medicamentos formulados em polimeros e aprovados para uso
humano sao todos dirigidos para o tratamento do cancer em microcapsulas
poliméricas (> 1000 nm) e tém aplicag@o potencial nos casos em que interessa
a formagdo de depositos para liberagao local lenta e continua, como por
exemplo, em vacinas ou tratamentos crénicos localizados.

O primeiro produto de PLGA aprovado pelo FDA foi o
LupronDepot em 1996 (TAP Pharmaceutical Products Inc), microparticulas de
75:25 lactideo/glicolideo contendo Leuprolide para o tratamento de cancer
avangado de préstata . Administrado localmente, o LupronDepot forma um
depésito e libera a droga gradualmente, podendo ser administrado em
intervalos de até 4 meses, substituindo as injegdes diarias de Leuprolide livre
(KADA et al., 1994). Microparticulas de PLGA ja estdo sendo testadas, em
humanos, como sistemas de liberag@o de vacina. Trata-se de teste clinico esta
em andamento no Brasil em pacientes com cancer avangado de colo e

pescogo, desenvolvida por SILVA, C. L e colaboladores.



10

15

20

25

8/22

Os primeiros registros do uso de particulas poliméricas para
veiculagéo de antileishmaniais datam de 1987, quando microparticulas de
poliacrilamida com didmetro superior a 1um foram utilizadas para complexagao
do antimonial pentavalente estibogluconato de sédio. Os trabalhos que se
seguiram utilizaram primaquina e IFN-gama como ativos, também utilizando a
via endovenosa em camundongos, e mostraram a sua potencializagéo e
acumulo principalmente no figado (FORTINA, et al,, 2005; ITO, et al., 2005).

O polimero de poli (lactideo), ou PLA, € um dos mais estudados
para o preparo de microparticulas para aplicagdo biolégica, por sua alta
bidegradabilidade e biocompatibilidade, ja tendo inclusive uso clinico aprovado
na constituicdo de fios de suturas biodegradaveis, assim como o PLGA, as
nanoesferas de PLA ja foram também testadas com certo sucesso como
carreadoras de vérios antileishmaniasis, como a primaquina, pentamidina, .
bacopasaponina e atovaquona, para o0 tratamento experimental da
leishmaniose visceral por via endovenosa.

Pinero J. e colaboradores 2006, mostraram que implantes de
filmes de PLA e PLGA veiculando uma trans-chalcona foram testadas em
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis na pata. Nesta
avaliagao cada individuo recebeu um implante de 3 mm na orelha 5 seménas

apos a infecgéo. Os resultados mostraram que os camundongos implantados

com a droga em PLA e PLGA induziram uma redugéo significativa no tamanho |

das lesdes. Ja os camundongos que receberam implantes de PLA vazias
também apresentaram diminuigdo no tamanho da lesédo devido aparentemente
a uma atividade pro-inflamatéria intrinseca do PLA que poderia estar ativando
mecanismos antimicrobicidas dos macrofagos.

Assim, tendo em vista a biocompatibilidade comprovada do
polimero de PLGA, inclusive na forma de microparticulas para injecéao
subcutanea em preenchimento cosmeéticos, neste estudo propomos avaliar o

potencial das microparticulas de PLGA para melhoramento da eficacia do
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tratamento da leishmaniose cuténea através da adminiétragao intralesional de
compostos antimoniais, chalcona nitrada(CH8) e Anfotericina B. A terapéutica
convencional baseada em séries de injegdes intramusculares contribui de certa
forma para o insucesso do tratamento, porque além da elevada toxicidade
destes farmacos o regime terapéutico longo com multiplas doses diminui a
adeséo de muitos pacientes. A administragéo intralesional de antimoniais vem
sendo usada visando minimizar os efeitos colaterais sistémicos e apresentam
resultados satisfatdrios, mas provoca dor no local de administragao devido a
necessidade de multiplas injegdes locais.

SUMARIO DA INVENCAO
Para melhor esclarecimento desta invengao, as chalconhas nitrogenadas

que aqui nos referimos tratam-se da 3-nitro-2-hidroxi-4,6-dimetoxichalcona, que
para facilitar iremos denomina-la de CH8.

O primeiro objetivo desta invencgéo trata de composi¢des farmacéuticas
contendo uma quantidade farmaceuticamente efetiva de medicamentos ou

farmacos antileishmaniais encapsulados em particulas de PLGA.

O segundo objeto desta invencgéo trata do uso das composigbes
farmacéuticas contende uma quantidade farmaceuticamente efetiva de
Anfotericina B, chalcona nitrada (CH8) ou compostos antimoniais,
encapsulados em particulas de PLGA voltada para a producdo de um
medicamento para o tratamento subcutaneo de doencas cutaneas inflamatorias
e infecciosas da pele ou em regides da pele (derme, epiderme e anexos), tais
como, leishmaniose, micoses, hanseniase, psoriases, Ulcera tropical, verrugas,
hemangioma cavernoso em animais mamiferos.

O terceiro objeto desta invengado € uma composigao farmacéutica
contendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de Anfotericina B, chalcona
nitrada (CH8) ou de compostos antimoniais encapsulados em particulas de

PLGA, além de excipientes farmaceuticamente aceitaveis.
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O dltimo objeto desta invengéo trata de método de tratamento de
parasitoses que compreende a aplicacdo subcutinea de uma quantidade
terapeuticamente efetiva de Anfotericina B, chalcona nitrada (CH8) ou
compostos antimoniais, encapsulados em microparticulas de PLGA a um

animal mamifero portador da leishmaniose.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENGAQ
Esta invengBo trata de composigbes farmacéuticas

compreendendo uma quantidade farmaceuticamente efetiva de medicamentos
ou farmacos antileishmaniais encapsulados em particulas de PLGA, tendo
como exemplos de farmacos como a Anfotericina B, chalcona nitrada(CH8) e
compostos antimoniais. O agente ativo pode constituir cerca de 5 a 85% do
peso da formulagdo. Concentragio variada de compostos ativos pode
possibilitar uma liberag&o inicial mais rapida no tecido apds a administragéo
local. Em uma variacio exemplificativa como serd mostrado a seguir,
utilizamos 10% de Anfotericina B em relacao ao polimero (p/p).

Exemplos de medicamentos ou farmacos utlizados sao a
Anfotericina B, chalcona nitrada(CH8) e compostos antimoniais tais co'mo,
antimoniato de meglumina, estibogluconato de sddio e tartarato de potéssio e
antimonio (Ill) hidratado (Sblll), combinados ou nao.

Um processo de encapsulamento desses farmacos, Anfotericina
B, chalcona nitrada(CH8) ou compostos antimoniais em particulas de PLGA de
tamanhos variando entre 0,5 e 500um. Em uma vériagéo, copolimeros de acido
glicélico e latico sdo usados e o percentual de cada mondémero de acido poli
(latico-co-glicdlico) pode ser, cerca de 15-85%, cerca de 25-75%, cerca de 35-
65%, ou a proporcao de 50-50% podem ser empregadas.

O segundo objeto desta invengéo trata do uso das composi¢cdes
farmacéuticas contendo uma quantidade farmaceuticamente efetiva de

Anfotericina B ou compostos antimoniais, preferencialmente, Glucantime e
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chalcona nitrada(CH8) encapsulados em particulas de PLGA voltada para a

produgdo de um medicamento para o tratamento subcutdneo de doencas

cutaneas inflamatorias e infecciosas da pele ou em regides da pele (derme,
epiderme e anexos), tais como leishmaniose, micoses, hanseniase, psoriases,
ulcera tropical, verrugas, hemangioma cavernoso em animais mamiferos,

O terceiro objeto desté invengao € uma composi¢ao farmacéutica
contendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de Anfotericina B ou de
compostos antimoniais como Glucantime e chalcona nitradas(CHB8)
encapsulados em particulas de PLGA, além de excipientes farmaceuticamente
aceitaveis.

O dllimo objeto desta invencgéo trata de método de tratamento de
parasitoses que compreende a aplicag&o subcutdnea de uma quantidade
terapeuticamente efetiva de Anfotericina B ou compostos antimoniais como
Glucantime e chalcona nitradas(CH8) encapsulados em microparticulas de
PLGA a um animal mamifero portador da leishmaniose.

PROCESSO DE ENCAPSULAMENTO
PRODUCAO DAS MICROPARTICULAS DE PLGA:

As particulas PLGA contendo a Anfotericina B e os compostos
antimoniais serdo produzidos pelo método de emulsificagéo multipla (Aq/ 0/ Az),
seguida pelo método de evaporagdo de solvente. Inicialmente, o polimero
(PLGA) sera dissolvido em diclorometano (fase organica), a esta fase organica,
sera adicionado 1 ml de solugdo tampéao pH 7,4 contendo os farmacos (10% em
relagdo ao polimero (p/p)), e a mistura das fases sera promovida sob ultra
agitagao de 7000rpm durante 30 segundos, para a formagdo de uma emulséoe
simples (A1/ 0). Essa emuls&o simples sera dispersa na fase continua (Az) sob
ultra-homogeneizagdo de 7000rpm por 60 segundos, uma solucdo aquosa de
3% de acido polivinilico (PVA) sera adicionada ao sistema e a evaporacdo do
solvente serda sob agitacdo de 400 rpm durante 4horas. Na etapa final, a

suspensao de microparticulas sera centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos,
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lavada com agua destilada 3 vezes e congelada em freezer -20°C para posterior
liofilizag&o por 16 horas. O agente ativo pode constituir cerca de 5 a 85% do

peso da formulagéo.

DETERMINAGAO DE CARACTERISTICAS QUIMICAS DAS PARTICULAS
A) TAXA DE INCORPORAGAO DOS FARMACOS

A determinacéo do teor dos farmacos nas particulas é importante
para a garantia da dose correta a ser utilizada nos ensaios. Os teores de
Anfotericina B nas particulas de PLGA serdo determinados por CLAE. Os
teores de antimdnio (Sb) seréo determinados por absorgéo atdmica.
B) TAXA DE LIBERAGAO DOS FARMACOS

As particulas de PLGA terdo a velocidade de liberagdo dos
farmacos determinada em tampao fisiolégico pH 7,2 a 37°C. Para tal, 10 mg de
particula serdo incubados em 1ml de PBS, acrescido de 0,1% de azida, sob
agitagdo constante de 80rpm e temperatura de 37°C. A coleta das amostras
sera feita através de centrifugacao, retirada de 500 pl em temposrvariando de 1
hora a 270 dias. As amostras serdo analisadas por UV-CLAE para determinar o

teor da anfotericina B liberada, o teor de antimdnio sera analisado por absorgéo

atdmica. Sera construida a curva: % de liberagéo x tempo.

¢) DEGRADAGAO POLIMERICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A degradagdo e morfologia das Micropaﬂiculas de PLGA em
tampao PBS por microscopia eletronica de varredura (MEV). As particulas de
PLGA obtidas em tempos variados em b acima serdo liofilizadas e tratadas
para visualiéagzéo por MEV.
D) ANALISE DA DISTRIBUIGAO E DEGRADAGAQ POLIMERICA DAS PARTICULAS

A andlise de tamanho e distribuicdo das particulas obtidas em b

por centrifugagao e liofilizagéo sera feita, usando o analisador de distribuicao
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granulométrica Coulter LS230. Pequenas quantidades de particulas seréo
dispersas em etanol absoluto P.A. com auxilio de ultrassom até atingirem o
indice de obscuragéo requisitado pelo aparelho. O tamanho médio de particula
sera expresso com o didmetro médio em volume (D4,3). O didametro das
particulas sera calculado em Dgg, Do1 e Dos , que significam o didmetro de
particula correspondente a 80, 50 e 10 % da distribuigdo acumulada e a
polidisperséo sera dada pelo indice span, o qual sera calculado por (D0,8 —
D0,1/D0,5). As particulas analisadas em C por MEV terdoc também seu
tamanho meédio avaliado pelo analisador Coulter LS230.

E) ANALISE DE CARGA SUPERFICIAL (POTENCIAL ZETA)

As particulas de PLGA serdo dispersas em agua com pH corrigido
para 7,0 e as medidas de potencial zeta serdo determinadas em um aparelho
Zetamaster (Malvern Instruments). A dispersdo das microparticulas para as
medidas de potencial zeta sera preparada em duplicata e cada amostra sera
medida 10 vezes.

ESTUDOS IN VITRO
A) AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIAMASTIGOTA INTRACELULAR

Macréfagos serdo isolados do peritbneo de camundongos
BALB/c, por aderéncia em placas de cultura de 24 pogos, infectados com
promastigotas de L. amazonensis GFP e tratados com as formulagdes por 72h,
Apds o tempo de incubagado, as células serdo raspadas e a carga parasitaria
sera avaliada por fluorimetria em fluorimetro de placa (excitagdo 485 nm,
emissdo 528 nm) (ROSSI-BERGMANN, et al.,, 1999) (FLx800, Bio-
Tek Instruments, Inc) para L. amazonensis ou contagem em
microscopica.

B) EFEITO CITOTOXICO OU ADJUVANTE SOBRE 0S MACROFOGOS

Macréfagos serdo isolados do peritbneo de camundongos
BALB/c, por aderéncia em placas de cultura de 24 pogos, particulas de PLGA

vazias ou contendo os farmacos serdo adicionadas e apdés 72 horas o
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sobrenadante das culturas sera avaliado quanto a produgéo de NO
(Oxido Nitrico) pela metodologia de Griss e para avaliacdo da
atividade microbicida e a presenga da enzima lactato desidrogenase
(LDH), para avaliagdo de toxicidade por necrose, pela dosagem do
lactato (Kit Dolles).
C) HISTOPATOLOGIA DA PELE

Para avaliar o efeito inflamatério intrélesional provocado pelas
formulagbes e ao mesmo tempo avaliar a degradagao das particulas de PLGA
in situ, os animais serdo sacrificados em diferentes tempos apods a
administracdo. As orelhas serdo fixadas e serso feitos cortes histolégicos das
patas infectadas e tratadas para anélise histopatolégica por microscopia otica.
D) AVALIAGAO DE IMUNOTOXICIDADE CUTANEA DAS MICROFORMULAGOES DE EM
CAMUNDONGOS HAIRLESS |

O teste de medida de edema de orelha (mouse ear swelling test -
MEST). E recomendado pela OECD e ANVISA e sera realizado para avaliagéo
de imunotoxicidade cutédnea (alergenicidade),
- Teste de medida de edema de orelha (mouse ear swelling test - MEST)
O MEST avalia 0 aumento da espessura da orelha como sinal de sensibilizagao
cutanea. Os animais receberdo 3 aplicagdes topicas de 100ul das formulagdes
a cada 2 dias (dias 0, 2 e 4) na regiao dorsal (fase de indugéo). Apds 6 dias,
sera feita a aplicagéo topica de 10ul das substancias em uma orelha e na outra
10ui da formulagao sera aplicada intradermicamente (fase de desafio). Esse &
0 tempo necessario para gue ¢ organismo produza a resposta imunolégica. As
medidas do inchacgo das orelhas serdo avaliadas nds tempos 6, 18, 36,48 e 72
horas depois do desafio. A sensibiliiagéo cutdnea é positiva quando ha um
aumento da espessura da orelha acima de 10% em relagdo ao grupo controle.
O oxazolone (0,3%) € a substancia mais utilizada como controle positivo nestes
testes de sensibilizagao cutanea e, segundo a literatura, promove um aumento

de 30% da espessura da oretha em relacdo a medida antes do desafio.
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E) AVALIAGAO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Os animais serdo tratados pela via intralesional, o sangue sera
coletado e o plasma obtido por centrifugagdo sera pré-tratado seguindo a
metodologia proposta por (WANG & MORRIS, 2005; PAGANGA & RICE-
EVANS, 1997 e-MANACH et al., 1996) baixando o pH para 4 utilizando HiPQy;
acidificando com Acetonitrila e centrifugando. A acidificacdo das amostras é
importante para quebrar possiveis ligagées com proteinas plasmaticas. Apos
este procedimento as amostras de plasma serdo analisadas utilizando UV-
CLAE para a anfotericina B e absorgdo atémica para os antimoniais. Os
parametros farmacocinéticos (Cmax; ASCq..; t¥2; Vd; e Cl) serdo obtidos com
auxilio de um software (ADAPT: Pharmacokinetic/pharmacodynamic systems analysis)
produzido pela University of Southern California, disponivel gratuitamente para
download. Alternativamente, para determinacdc da quantidade de droga

liberada localmente, as orelhas tratadas serdo removidas apos diferentes

tempos, @ maceradas em acetonitrila. As suspensdes serdo clarificadas por

centrifugaga@o e processadas como descrito para o plasma.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra o resultado da analise de tamanho das
particulas de PLGA contendo o Glucantime (antimoniato de meglumina) ou
Anfotericina B, onde a figura 1A representa as microparticulas vazias, 1B as
microparticulas contendo Glucantime e 1C as microparticulas contendo
Anfotericina B.

A figura 2 mostra a analise da morfologia das particulas de PLGA
avaliada por MEV e as imagens obtidas por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) das particulas de PLGA vazias (A), Glucantime (B), com
Anfotericina B (C). Aumentos de 1500X, 3500X e 5000X, respectivamente.

A figura 3A mostra o ensaio in vilro da incorporacdao de

Anfotericina B em microparticulas de PLGA, onde as microparticulas de
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PLGA/Anfotericina B (1mg/ml) foram dissolvidas previamente em DMSO, em
seguida, a amostra foi diluida em uma solugdo aquosa de Acido Fosférico
(0,001%) e Acetonitrila (60/40) nas concentragées A=50ug/ml; B=100ug/ml e
C=200ug/ml. A Incorporagdo teérica de Anfotericina B nas microparticulas é de
10% (p/p). As amostras foram feitas em triplicatas.

A figura 3B mostra o ensaio in vitro da liberagdo de Anfotericina B,
onde as microparticulas de PLGA/Anfotericina B, (6mg/ml contendo 535ug de
Anfotericina B /ml), foram incubadas em solugdoc de PBS 0,1% de Azida,
pH=7.2 e mantido a 37°C em agitagéo constante de 80rpm. Em diferentes
tempos as amostras foram centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos e aliquotas
foram retiradas do sobrenadante para dosagem em HPLC da Anfotericina B
liberada. O teor de Anfotericina B nas particulas é de 8 92% (Grafico 6.2.3).

A figura 4 mostra a andlise da erosdo das microparticulas de
PLGA contendo anfotericina B, através das imagens obtidas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). As imagens A e B no tempo zero, as imagens C
e D com tempo igual a 30 dias em tampéo PBS e, as imagens E e F com
tempo igual a 120 dias em tampdo PBS.

A figura 5 mostra a eficacia do encapsulamento de Anfotericina B

“em microparticulas de PLGA administrado em dose Unica no tratamento de

leishmaniose cutanea murina por via intralesional, onde camundongos BALB/c
foram infectados com 2x10° promastigotas de L.amazonensis GFP na orelha.
Apods 10 dias de infecgdo, os animais foram aleatoriamente separados em
grupos de 4. O grupo tratado com Anfotericina B livre, recebeu inje¢des
intralesionais duas vezes por semana com doses de 50 ug do farmaco por 4
semanas (total de 8 doses). O grupo tratado com PLGA/Anfotericina B recebeu
uma Unica dose da formulagdo intralesionalmente com dose 50 ug de
Anfotericina B (1 dose). Os controles receberam uma (nica administragéo de
PLGA de 500ug (1 doses), ou 10ul de PBS. (A) O crescimento lesdo

(espessura da orelha infectada menos espessura antes da infecgao) foi
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acompanhado durante o experimento com o auxilio de paquimetro. (B) Carga
parasitaria medida por unidades de fluorescéncia especifica, obtida 42 dias
apds a infecgéo. Fluorescéncia basal = 76728,5 +1472. (C) Fotografia das
orelhas infectadas, o halo vermelho indica o local de infecgdo. Média +SD
(n=4), ** p< 0,01 e ™ p<0,001.

A figura 6 mostra o tratamento de leishmaniose cutdnea murina
por via intralesional, onde camundongos BALB/c foram infectados com 2x10°
promastigotas de L.amazonensis GFP na orelha. Apés 7 dias de infeccéo, os
animais foram aleatoriamente separados em grupos de 4. No tratamento 1 o
grupo ftratado com PLGA/Anfotericina B recebeu uma dose da formulagéo
intralesiohalmente com dose 1,25'ug de Anfotericina B. O grupo tratado com
Anfotericina B livre € Anfotericina B Lipossomal, recebeu uma dose 1,25 ug do
farmaco. Os controles receberam uma uUnica administracdo de PLGA de 12,5
ug ou 10ul de PBS. No tratamento 2 o grupo tratado com PLGA/Anfotericina B
recebeu uma dose da formulagdo intralesionaimente com dose 50 ug de
Anfotericina B. O grupo tratado com Anfotericina B livie e Anfotericina B
Lipossomal, recebeu uma dose 50 ug do farmaco. Os controles receberam uma
Unica administragdo de PLGA de 500ug ou 10ul de PBS. O crescimento leséo
(espessura da orelha infectada menos espessura antes da infecgdo) foi
acompanhado durante o expetimento com o auxilio de paquimetro.

A figura 07 mostra a avaliagdo da carga parasitaria na leséo apos
o tratamento intralesional com as microparticulas de PLGA contendo
Anfotericina B: O tratamento de leishmaniose cutanea murina por via
intralesional com microparticulas de PLGA com Anfotericina B diminui a carga
parasitaria na lesdo de animais infectados com L. amazonensis. As cargas de
parasita no lisado da lesédo foram medidas no dia 67 de infecgdo. O numero de
parasitas na lesdo (A) e no linfonodo auricular (B) foi determinado pelo método
de diluigéo limitante (LDA), a carga parasitaria em (C) foi medida em unidades

de fluorescéncia especifica (FU). - p< 0,01 em relagdo ao grupo PBS. ¥ p<
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0,001 em relag&o ao grupo PLGA. e p< 0,05 em relagéo ao grupo PLGA. Média
+ DP (n = 4).
A figura 08 mostra a avaliagdo de toxidez cardiaca, hepatica e
renal. O sahgue dos animais foi retirado 67 dias apds a infecgéo para dosagens
5 de: (a) niveis séricos de TGO, (b) niveis séricos de TGP; (c) niveis séricos de
creatinina no soro. Controle negativo: PBS. Controle positivo: CCla.
A figura 9 mostra a determinacéo da melhor proporgéo de droga
na formulagdo. Foram preparadas microparticulas de PLGA contendo
Anfotericina B adicionada em diferentes proporgdes em relagdo ao polimero
10 (5%, 10% e 20%, como indicado). As particulas foram entdo lavadas e
secadas. Para determinagéo do melhor rendimento do processo, as particulas
secas foram totalmente dissolvidas em Acetonitrila apds agitagao por 24 horas
a 100 rpm. As amostras foram entéo centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos
e 0 sobrenadante foi retirado para quantificagéo do teor da droga incorporada
15 por CLAE.

Tabela 1: O tamanho médio de particula expresso como didmetro medio

em volume (D 4,3).

Distribui¢éio do didmetro das particulas (pm)
Especificagfio D(4,3) d10 d 50 d 90 SD span
PLGA vazia 5,30 1,28 3,67 10,40 2,30 2,4
PLGA/ 9,07 1,79 8,61 16,40 2,43 1,69
GLUCANTIME
PLGA/ 5,52 1,57 . 5,00 10,30 233 1,75
ANFOTERICINA B

TaBeIa 2: A cafga superficial das particulas foi avaliada pele Potencial

20 Zeta.
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Especificagio Potencial Zeta SD

PLGA vazia -11,0 2,6

PLGA / GLUCANTIME s 132 4,5

PLGA / ANFOTERICINA B -10,6 2,3
EXEMPLOS

EXEMPLO 1: CARACTERIZAGAO FiSICA DAS PARTICULAS DE PLGA CONTENDO

GLUCANTIME OU ANFOTERICINA B

ANALISE DE TAMANHO E DISTRIBUIGAD

A andlise da distribuicdo granulométrica (polidisperséo) nas
particulas vazias e nas particulas com Glucantime encapsulada, gerando as
distribuigdes conforme figura 1B. O tamanho médio de particula foi expresso
com o didmetro médio em volume (D 4,3). As diferentes % de distribuicéo
acumulada estdo indicadas na tabela 1. Ao analisarmos a distribuigao
granulométrica das particulas com Glucantime, podemos observar uma
populagido mais heterogénea, com span de 1,69um para particulas de
Glucantime em PLGA. A carga supefficial das particulas foi caracterizada,
avaliadas pelo Potencial Zeta. Os valores sdo mostrados na tabela 2.

A andlise da distribuigdo granulométrica (polidispersao) nas
particulas vazias e nas particulas com Anfotericina B encapsulada, gerando as
distribuigdes conforme figura 1C. O tamanho médio de particula foi expresso
com o didmetro médio em volume (D 4,3). As diferentes % de distribuigéo
acumulada estdo indicadas na tabela 1. Ao analisarmos a distribuigéb
granulométrica das particulas com Anfotericina B, podemos observar uma
populagdo mais heterogénea, com span de 1,75 um para particulas de
Anfotericina B em PLGA. A carga superficial das particulas foi caracterizada,
avaliadas pelo Potencial Zeta. Os valores sdo mostrados na tabela 2.

ANALISE MORFOLOGICA DAS PARTICULAS
A morfologia das particulas também foi avaliada por MEV e as

imagens estdo representadas na Figura 2. Pela andlise morfologica das
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particulas, podemos observar a formagéo de aglomerados que podem explicar
a heterogeneicidade observada na distribuicdo de tamanho da populagéo,
quando o Glucantime ou a Anfotericina B estdo encapsulados.

EXEMPLO 2: AVALIAGAQ DA EFICACIA DE ENCAPSULACAO, LIBERAGAO E

DEGRADACAO DAS PARTICULAS IN VITRO

A Taxa de incorporagao de Anfotericina B nas microparticulas de

PLGA pode ser observada na figura 3A. Pela analise do teor de anfotericina B

das particulas quando estas foram previamente dissolvidas em DMSO e
analisada em HPLC. Podemos observar que a Média da taxa de incorporagéo
foi de 89,2%, com esse rendimento o teor de anfotericina B na particula é de
8.92% e ndo os 10% (p/p) de Anfotericina B em microparticulas de PLGA
tedrico.

No ensaio de liberagdo da anfotericina B das microparticulas de
PLGA in vitro, as particulas foram incubadas em solucdo de PBS 0,1% de
Azida, pH=7.2 ¢ mantido a 37°C em agitagcdo constante de 80rpm, em
diferentes tempos as amostras foram centrifugadas e aliquotas foram retiradas
do sobrenadante para dosagem da anfotericina B por cromatografia de alta
eficiéncia (CLAE). Com esta analise podemos observar que aproximadamente
60% da anfotericina B gue estava incorporada as microparticulas foi liberada
para o sobrenadante nas condigGes analisadas, como podemos observar na
Figura 3B. Analise da erosao das microparticulas.

A andlise da degradagéo e morfologia das microparticulas de PLGA contendo
anfotericina B em tampao PBS foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV). As
microparticulas de PLGA foram obtidas em tempos variados, licfilizadas e tratadas paré
microscopia eletrénica. A incorporagdo da anfotericina B nas microparticulas de PLGA n&o
promove mudangas significativas no tamanho, formato ou carga das particulas como
observamos nos resultados anteriores (exemplo 1). No estudo da degradacgao as particulas
vazias e contendo a anfotericina B néo apresentaram diferengas morfolégicas e nem mudangas

na erosfo da particula (dados ndo mostrados). Como podemos observar na Figura 4 (A e B) as
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microparticulas contendo anfotericina B no tempo zero apresentavam um formato esférico de
tamanhos bastante variados, na Figura 4 (C e D) observamos a morfologia no tempo de 30
dias em solugéo tampao, onde podemos observar a presenca de estruturas quadriculadas 'em
um nimero bastante significativo, na Figura 4 (E e F) observamos a morfologia no tempo igual
a 120 dias em solugdo tampdo, podemos observar uma predominancia de estruturas
quadriculadas oriundas da degradagdo das microparticulas de PLGA. Neste ponto,
aproximadamente 60% da anfotericina B j& foi liberada (exemplo 1).

EXEMPLO 3: AVALIAGAO DA EFICACIA DAS COMPOSICOES NO TRATAMENTO DA

LEISHMANIOSE CUTANEA

Na avaliagdo da atividade in vivo das microparticulas de PLGA
contendo Anfotericina B. As microparticulas de PLGA com anfotericina B
promoveram diminuigéo no crescimento da leséo na dose Unica de 50 pg/Kg
como podemos observar na Figura 5 (A), o grupo tratado com Anfotericina B
livre, recebeu inje¢des intralesionais duas vezes por semana com doses de 50
ug do farmaco por 4 semanas (total de 8 doses). Com a avaliacéo da carga
parasitaria (B) podemos concluir que a Anfotericina B/PLGA promoveu uma
diminuigéo significativa da fluorescéncia comparando com o grupo tratado com
placebo, apesar do tamanho da lesdo ter diminuido ndo houve diferenga
éstatistica entre o grupo tratado com as microparticulas vazias e o grupo
tratado com placebo quando comparamos a carga parasitaria. Podemos
observar em C, que as lesGes das orelhas dos camundongos tratados estao
diminuidas € menos inflamadas que as dos nao tratados. A Anfotericina B
encapsulada administrada em uma unica dose promoveu uma diminuigdo do

tamanho da les&do € na carga parasitaria bastante significativa.

Na avaliacdo de atividade in vivo com o tratamento pela via
tépica, o tratamento tdpico com os LCs contendo 6,6 ng CH8 apreéentou a
mesma atividade que o controle positivo intralesional, que recebeu 3,3 ng da

CHS8 livre (Figura 4). O mesmo efeito € obtido com a avaliagdo da carga
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parasitaria ao final do experimento (Figura 5). Este resultado demonstra a
capacidade da formulagdo em lipossomas convencionais (LCs) de penetrar a
pele e veicular a chélcona nitrada(CH8) a regido infectada, possibilitando
assim, o tratamento por uma via nado invasiva. O grupo tratado com a
formulagdo de CH8 em lipossomas convencionais apresentou maior eficécia
que o grupo tratado com uma dose bem mais alta de 200 ug de CH8 livrte em
creme lanete. Os demais grupos que foram tratados com os veiculos vazios
(lipossomas convencionais LCs, lipossomas peguilados LPs e creme lanete)
apresentaram perfil semelhante ao grupo ndo tratado, indicando atividade
especifica da chalcona nitrada(CH8).

O uso da formulagéo de chalcona nitrada(CH8) encapsulada em
lipossomas convencionais & a mais vantajosa, pois apresenta o mesmo
desempenho que o0s lipossomas peguilados, sem necessidade de incluir a
etapa adicional de incorporagao de PEG, na avaliagéo de retencao cutanea em
celulas de Franz. E sua eficacia foi maior que ¢ peguilado no tratamento dé
animal pela via tépica, apresentando o mesmo controle da infecgdo que o
grupo tratado com chalcona nitrada{CH8) intralesional, com a vantagem de ser
esta uma via néo invasiva. Estes resultados podem ser verificados nas Figuras

3ed.
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REIVINDICACOES

1- Composigdes farmacéuticas caracterizadas por conter uma
quantidade farmaceuticamente efetiva de medicamentos ou farmacos
antileishmaniais encapsulados em particulas de PLGA.

2- Composigdes farmacéuticas de acordo com a reivindicagdo

1, caracterizadas por serem os medicamentos ou farmacos a Anfotericina B,
compostos antimoniais, tais como antimoniato de meglumina, chalcona nitrada
(CHB), estibogluconato de sodio e tartarato de potassio e antimonio (lll)
hidratado (Sblll), combinados ou nao, encapsulados em particulas de PLGA,
além de excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

3 -~ Composicdes de acordo com as reivindicacbes 1 e 2,
caracterizado pelo fato da quantidade do medicamento ou farmaco constituir-se
de cerca de 1 a 70% do peso da formulagéo.

4- Composicbes de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,
caracterizado pelo fato da porcentagem otima do encapsulamento do
medicamento ou farmaco ser de 10% em relagao ao polimero.

5 — Composicbes de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,

caracterizado pelo fato das particulas de PLGA apresentarem tamanhos

variando entre 0,5 e 500um.
6~ Composicdes de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado por_uma variagédo copolimeros de acido glicolico e latico serem

usados e o percentual de cada mondmero de acido poli (latico-co-glicélico) ser,
cerca de 15-85%, cerca de 25-75%, cerca de 35-65%, ou a proporgdo de 50-
50%.

7- USO das composigcbes farmacéuticas descritas nas

reivindicagdes de n° 1 a 4, caracterizado por ser voltado para a produgéo de

um medicamento para o tratamento de doengas cutaneas inflamatérias e

infecciosas da pele ou em regides da pele (derme, epiderme e anexos), tais
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como, leishmaniose, micoses, hanseniase, psoriases, ulcera tropical, verrugas,
hemangioma cavernoso em animais mamiferos.

8- Método de tratamento de parasitoses, caracterizado por

compreender a aplicagdo subcutdnea de uma guantidade terapeuticamente
efetiva da composicao conforme definida nas reivindicacdes de n® 1 a 4, a um

animal mamifero portador da leishmaniose.
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RESUMO

COMPOSICOES FARMACEUTICAS MICROPARTICULADAS CONTENDO
ANTIPARASITARIOS PARA TERAPIA SUBCUTANEA PROLONGADA, USO
DAS DITAS COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA A PRODUGAO DE

UM MEDICAMENTO E METODO DE TRATAMENTO DE PARASITOSES.
A inovagdo ora proposta se refere a uma composigao

farmacéutica contendo Anfotericina B, chalcona nitrada (CH8) ou Glucantime
encapsulados em microparticulas de polimeros biodegradaveis de liberagao
lenta, ao processo de encapsulamento do farmaco no interior das particulas; ao
uso destas composictes farmacéuticas, a um medicamento e ao tratamento de
parasitoses. '
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