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Resumo

A ivermectina € um farmaco amplamente utilizado no tratamento de diversas doencas
parasitarias, entretanto uma das principais dificuldades € sua baixa solubilidade em
agua, o que acarreta o uso de concentracbes mais elevadas para um tratamento
eficaz. O objetivo deste trabalho foi desenvolver particulas contendo ivermectina a
partir de formulacdes Self-Emulsifyin Drug Delivery System (SEDDS), utilizando 6leos
e surfactantes de baixa toxicidade, assim melhorando sua solubilidade em agua e
consequentemente sua biodisponibilidade. A partir de ensaios de capacidade de
solubilizag&o, de compatibilidade de excipientes, Z-average e indice de polidisperséo
das particulas formadas, foi observado que duas das formula¢des 1) Peceol (fase
oleosa), BRIJ CS12 e Transcutol (surfactantes) e 2) Labrafac Lipophile (fase oleosa),
Gelucire 48/16 e Renex PEG 400 (surfactantes) apresentaram resultados que indicam
particulas dispersas, sem separacdo de fases e Z-average de 63,17 e 52,93,
respectivamente. Posteriormente foram realizados ensaios in vitro com fémeas
parasitas de Strongyloides venezuelensis submetidas as formula¢gfes e ensaios in
vivo em ratos infectados. Os resultados obtidos indicaram que as formulacdes de
SEDDS contendo ivermectina avaliadas neste trabalho apresentaram-se mais
eficazes do que os resultados observados nos controles farmacolégicos, tanto in vitro
qguanto in vivo, indicando uma nova alternativa para posteriores estudos para 0 uso
em outros modelos experimentais.

Palavras-chave: Ivermectina, estrongiloidiase, Strongyloides, SEDDS.



Abstract

Ivermectin is a widely used drug in the treatment of various parasitic diseases, however
one of the main difficulties being its low solubility in water, which leads to the use of
higher concentrations for effective treatment. The objective of this work was to develop
ivermectin-containing particles from SEDDS (Self-Emulsifyin Drug Delivery System)
formulations using low toxicity oils and surfactants, thus improving their water solubility
and consequently their bioavailability. From the solubilization capacity, excipient
compatibility, Z-average and polydispersity index tests of the formed particles, it was
observed that two of the formulations 1) Peceol (oil phase), BRIJ CS12 and Transcutol
(surfactants) and 2) Labrafac Lipophile (oil phase), Gelucire 48/16 and Renex PEG
400 (surfactants) showed results that indicate dispersed particles, with no phase
separation mostly and Z-average of 63.17 and 52.93, respectively. Subsequently, in
vitro assays were performed with female parasites of Strongyloides venezuelensis
submitted to the formulations and in vivo assays using infected rats. The results
indicated that the ivermectin-containing SEDDS formulations evaluated in this study
were more effective than the results observed in pharmacological controls, both in vitro
and in vivo, indicating a new alternative for further studies for use in other experimental
models.

Key word: lvermectin, strongyloidiasis, Strongyloides, SEDDS.
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1 Introducéao

1.1 Doencgas Tropicais Negligenciadas causadas por Parasitos

InfecgBes parasitarias causadas por nematédeos acometem mais de 1/3 de
toda populacdo humana (Holden-Dye e Walker, 2007), sendo a maioria dessas esta
localizada em paises do hemisfério Sul e com baixos indices de desenvolvimento
humano, como na Africa subsaariana, América do Sul e Asia Meridional (Birmani et
al., 2012; CDC, 2011). Devido a esses motivos e ao baixo investimento em melhorias
em saneamento basico e ambiental, doencas como a ascaridiase, filariose linfatica,
ancilostomiase entre outras sdo consideradas pela Organizacdo Mundial da Saude

como Doencas Tropicais Negligenciadas (Hotez et al., 2007).

De acordo com World Health Organization (2006), a quimioterapia preventiva é
uma ferramenta utilizada para o tratamento de diversas parasitoses em areas
endémicas, porém os farmacos utilizados nem sempre sdo especificos, o que gera

uma resposta inconstante ao tratamento (Shalaby, 2013).

1.2 Estrongiloidiase

Dentre as parasitoses, a estrongiloidiase, causada principalmente pelo parasito
do género Strongyloides, espécie stercoralis, Familia Strongyloididae, Ordem
Rhabditida, Classe Secernentea (Chromadorea), Filo Nematoda, Reino Animal, e é
considerada como a mais negligenciada das doencas tropicais negligenciadas,
acometendo de 30 a 100 milhdes de pessoas no mundo (Olsen et al., 2009, Bisoffi et
al., 2013).

A infeccdo por estrongiloidiase ocorre através na penetracdo ativa da pele por
larvas filardides presentes no solo. As larvas filaridides migram para os vasos
sanguineos, sdo levadas para os pulmbes onde penetram o espaco alveolar, e
posteriormente, as larvas migram para a faringe onde sdo deglutidas, chegando no
trato digestorio. No intestino delgado completam seu desenvolvimento, tornando-se
fémeas partenogenéticas adultas. As fémeas eliminam ovos na mucosa intestinal que
sao levados para o limen onde eclode a larva rabditoide (Grove, 1996; Viney e Lok,
2011).
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Um individuo infectado elimina em suas fezes larvas rabditoides e no solo se
daré o desenvolvimento até a chegada ao estagio infectante (filardide), prosseguindo
assim o ciclo deste parasita. No entanto, em casos onde os individuos apresentam
reducado da resposta imune, como pacientes em tratamentos com imunossupressores
como corticosteroides (doencas autoimunes ou pés-transplantes), alcoolistas e
portadores de outras doencas como HTLV, € possivel que ocorra um quadro de
autoinfeccdo, onde as larvas rabditoides se desenvolvem em filaridides antes de
serem eliminadas nas fezes, reinfectando o paciente. Essa autoinfeccdo comumente
leva & forma disseminada da doenca, uma vez que 0s parasitas migram para outros
orgdos, causando severas complicacfes que podem levar a morte do individuo (De
Bona e Basso, 2008; Fardett et al., 2007; Lim et al., 2004; Viney e Lok, 2011). A figura
1 apresenta de forma sucinta o ciclo de Strongyloides stercoralis.

Al = Infective Stage (@ 'rfective fariform larvae
_ N penetratl tha intact skin
A' Diagnostic Stage initiating the infection.

The filariform migrate by
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srnall imesting whede they
become adulls.
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o™ |
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Je
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Figura 1. Ciclo de vida de Strongyloides stercoralis, retirado de

https://www.cdc.gov/parasites/strongyloides/biology.html| (acessado em 04/06/2017)
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Ha cerca de 30 anos, relaciona-se a presenca do virus HTLV com inUmeras
doencas sistémicas, dentre elas a estrongiloidiase. O HTLV-1 (virus lintrofotrépico de
células T humano tipo 1) é endémico de varios paises, inclusive do Brasil, e acomete
cerca de 2,5 milhes de pessoas ao redor do mundo (Poiesz et al., 1980). Ha relatos
desse virus estar relacionado com vérias doencgas, incluindo o linfoma cutdneo de
células T, a estrongiloidiase, escabiose, hanseniase e tuberculose (Verdonck et al.,
2007).

O aumento da prevaléncia da estrongiloidiase em individuos parasitados
também pelo virus HTLV-1 esté relacionado com a interferéncia na resposta imune
contra Strongyloides stercoralis. A presenca do virus estimula a proliferacdo de
linfocitos secretores de citocinas tipo 1, desloca o equilibrio Thl / Th2 em favor de
uma resposta Thl com consequente aumento na producdo de Intérferon- y (INF-y)
(Pays, 2011). Os niveis elevados de IFN-y diminuem os niveis de Interleucina-4,
Interleucina-5 e Interleucina-13 e Imunoglobulina E (IgE) necessarias para a resposta
contra o parasita. Devido a essas moléculas estarem relacionadas aos mecanismos
de defesa contra S. stercoralis, a sua diminuicdo permite a autoinfeccéo e reducédo da
mortalidade do parasito, ocasionando hiperinfeccdo com disseminacdo de S.
stercoralis para outros tecidos, a forma mais grave da doenca (Carvalho e Porto, 2004;
Gotuzzo et al., 1999, Pays, 2011).

1.2.1 Tratamento

Para o tratamento da estrongiloidiase, a Organizacdo Mundial da Saude sugere
0 uso de ivermectina e albendazol, podendo, como alternativa serem utilizados outros
benzimidazois como mebendazol, tiabendazol e cambendazol (WHO 2006, Mendes
et al, 2017).

A ivermectina foi desenvolvida por William C. Campbell e Satoshi Omura a
partir do actinomiceto Streptomyces avermitillis e, desde a década de 1980, tem sido
o farmaco de primeira escolha no tratamento da estrongiloidiase (Campbell et al.,
1983; Mendes et al, 2017).

7

A ivermectina é oriunda da mistura de 22,23-dihidroavermectina H2Bla

(CasH74014 de massa molecular 875,1 g/mol) e 22,23-dihidroavermectina H2B1b
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(Ca7H72014 de massa molecular 861,1 g/mol) em propor¢cdes maiores que 90% H2Bla
e menores que 10% de H2B1b (Campbell et al., 1983). A molécula do farmaco se liga
aos canais de cloreto mediados por glutamato presentes na membrana dos
invertebrados, bloqueando os neurotransmissores GABA, 0 que causam aumento da
permeabilidade para ions cloreto resultando em hiperpolarizacéo de células nervosas
e musculares, levando a paralisia e morte(Campbell et al., 1983).

Atualmente € um dos farmacos recomendados e mais utilizados para o
tratamento da estrongiloidiase e outras doencas causadas por nematddeos e
ectoparasitas (WHO, 2006), no entanto ha restricdes quanto ao seu uso. Varios
autores descrevem a possibilidade de efeitos neurotéxicos em criancas menores de 5
anos ou 15 quilos, mulheres gravidas, lactentes, pacientes com doencas no sistema
noervoso central (Lawrence et al., 2005; Ottesen e Campbell, 1994; Pacque et al.,
1990) Pacque et al. (1990) e Mendes et al. (2017) descrevem ainda efeitos menos
severos como transtornos gastricos, dor abdominal, fadiga e reacdes na pele
semelhantes a urticéria, contribuindo para que sejam menos recomendadas por

profissionais da area médica.

A ivermectina apresenta também problemas quanto a sua eficacia,
apresentando taxas de cura variaveis. Experimentalmente, Amato-Neto et al. (1997)
avaliaram sua atividade em ratos infectados com Strongyloides venezuelensis, onde
os resultados obtidos também foram inconstantes, variando entre 59 e 98% de cura.
De maneira similar, a efichcia da ivermectina € inconstante em doentes
imunocompetentes infectados com S. stercoralis, variando entre 55 e 100% (Bisoffi et

al. 2013; Panic et al., 2014, Luvira et al, 2014), tornando o tratamento incerto.

Com relacdo a absorcéo da ivermectina, Fox (2006) relata que a quantidade de
ivermectina que € absorvida varia entre 50 e 60%, sendo essa quantidade detectado
no plasma ap6s uma hora de ingestédo (via oral) e atinge pico plasmatico em 4 a 5
horas apds o uso. A metabolizacdo da ivermectina ocorre no figado e seus metabdlitos
sao excretados na bile, sendo a meia vida em sua forma original de 12 a 56 horas.
Seus metabdlitos tém meia vida de 3 dias (Basafiez et al., 2008; Fox, 2006; Luna et
al., 2007).

O albendazol, farmaco da classe dos benzimidazo6is tem seu mecanismo de

acdo por meio de multiplas alteracdes metabolicas, os quais estdo envolvidos em sua
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maioria na producao de energia do parasita (Lacey, 1988). Hardman et al. (2001) e
McEvoy et al. (2006) descrevem que, primariamente, ocorre a inibicdo da
polimerizacdo de microtubulos, uma vez que o farmaco se liga a beta-tubulina livre,

levando a inibicdo da captacdo de glicose, além da inibicdo da enzima fumarato-

redutase mitocontrial.

O mebendazol, pertencente a mesma classe do albendazol e desenvolvido por
Banerjee et al. (1971) foi produzido industrialmente pela farmacéutica canadense
Janssen Inc. em 1975, aprovada para uso em humanos. Segundo Koéhler e Bachmann
(1981), o mebendazol atua na inibicdo da tubulina intestinal, levando a reducéo da

captacao de glicose pelo nematédeo.

Ainda na classe dos benzimidazéis, € importante citar o tiabendazol e o
cambendazol como possiveis tratamentos, sendo que agem de maneiras diferentes
no parasito, onde o primeiro atua no sistema reprodutivo de S. stercoralis (Grove,
1982) e o cambendazol atua principalmente nas larvas que migraram para os tecidos,
em especial nos muasculos, de acordo com ensaio realizado por Grove e Northern
(1986).

Embora albendazole e os seus analogos sejam utilizados como alternativas a
ivermectina no tratamento de S. stercoralis, as suas taxas de cura também s&o
bastante variaveis. Albendazole apresenta taxas de cura de 38 a 87%, mebendazole
67 a 98% e tiabendazol 52 a 100% (Panic et al., 2014). Outro problema da classe dos
benzimidazois, € a presenca comum de efeitos secundarios como nausea, vomito,
anorexia, astenia e diarreia, além de sintomas neurolégicos como tonturas, sono e

desorientacéo (Mendes et al, 2017).

1.3 Melhoramento de farmacos

Uma consideravel quantidade dos farmacos existentes, bem como os citados
anteriormente, apresentam problemas quanto a sua biodisponibilidade, uma vez que
a maioria deles sao pouco hidrossoluveis e a sua solubilidade em agua € um dos preé-
requisitos para a absorcao intestinal (Amidon et al., 1995; Gursoy e Benita, 2004;
Severino et al.,, 2012; Williams et al., 2013). Buscando resolver tal problema,

atualmente vém sendo desenvolvidos sistemas que visam a melhoria na solubilizagéo
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de farmacos, como Self-Emulsifying Drug Delivery Systems (SEDDS), Nanoparticulas
Lipidicas Sdlidas e Carreados Lipidicos Nanoestruturados, os quais também facilitam
a absorcéo e distribuicdo do farmaco pela presenca dos lipideos nas nanoparticulas
e nas membranas celulares, havendo inclusive uma grande quantidade de farmacos
nesta forma no mercado (Pardeshi et al., 2012; Attivi et al., 2010, Dixit et al., 2010;
Ekambaram et al., 2012; Gursoy e Benita, 2004; Mahapatra et al., 2014; Singh et al.,
2009).

Além de aumentar a solubilidade em agua para melhorar a distribuicdo de
farmacos antihelminticos, varios autores sugerem a entrega desses farmacos ao sitio
especifico de absorcdo. Nanoparticulas poliméricas carreando albendazol foram
desenvolvidas por Jain et al. (2004) e por Emeje et al. (2009), visando uma melhor
liberacdo no colon intestinal. Gandhi et al. (2010) desenvolveram particulas
poliméricas para 0 mesmo alvo, porém para o carreamento de ivermectina, no entanto,
ambos relataram apenas a producdo das particulas, caracterizacdo e cinética de

liberacdo do farmaco, mas néo realizaram ensaios em parasitos.

1.3.1 Self-Emulsifying Drug Delivery Systems

De acordo com Krsti¢ et al. (2018), o uso de formulacbes com fases oleosas
para a solubilizacédo de farmacos lipofilicos apresenta inUmeras vantagens, como uma
maior estabilidade das particulas e melhor interacdo com o sitio de absorcéo (célon
intestinal).

Dentre as alternativas para a melhoria da solubilizacdo de farmacos pouco
sollveis em agua, destacam-se os Self-Emulsifying Drug Delivery System — SEDDS,
classificado por Pouton (1985) como Tipo Il, onde os lipideos, tensoativos e co-
tensoativos originam uma formulacdo altamente dispersa, a qual origina uma mistura
Oleo-agua através da movimentacdo dos seus componentes pelo trato digestério.
Esse tipo de formulacéo fornece protecao do farmaco frente ao ambiente gastrico e
intestinal acarretando protecéo a farmacos sensiveis, melhor biodisponibilidade oral,
controle eficiente do perfil de liberagcdo do farmaco, capacidade de carreamento de
grandes quantidades de farmaco, alta eficiéncia no carregamento e possibilidade de
formulacéo liquida ou sélida (Chatterjee et al., 2016; Mahapatra et al., 2014; Swati et
al., 2016).
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De acordo com Pujara (2012), SEDDS geralmente sdo compostos por uma fase
oleosa de triglicerideos de cadeia média ou longa de valor de HLB (balanco hidrofilico-
lipofilico) proximos a 1, o qual solubiliza o farmaco (lipofilico) e uma fase contendo um
ou mais tensoativos (co-tensoativo), que recobrem a fase oleosa e conferem
estabilidade a particula, sendo estes componentes, em parte, responsaveis por
controlar a velocidade da liberagao do farmaco.

Atualmente, varios produtos farmacéuticos sao formulados em SEDDS,
conforme descrito na tabela 1. E possivel observar a auséncia de farmacos comerciais
em solugdes, uma vez que sdo mais estaveis antes do processo de emulsificacéo.
Comumente sdo encontrados em capsulas moles de gelatina, pois o processo de
emulsificacao origina particulas que pouco se alteram no trato digestivo, reduzindo o
custo de producéo.

Tabela 1. Farmacos comercializados formulados em SEDDS (Singh et al., 2009).

Nome Principio Solubilidad  Tipo de Excipientes Estocagem
comercial ativo e em agua formulacéo
(Marca)
Neoral® Ciclosporina 0.00953 Cépsulas moles de  Cremophor RH 40 Temperatura
(Novartis) A mg/mL gelatina (10, 25, 50, ambiente
100 mg);
Solugéo oral (100
mg/mL)
Sandimmune® Ciclosporina - Cépsulas moles de  Labrafil M 2125 CS Temperatura
(Novartis) A gelatina (10, 25, 50, ambiente
100 mg); Labrafil M 1944 CS
Solugéo oral (100
mg/mL)
Gengraf® Ciclosporina - Cépsulas moles de  Cremophor EL e Temperatura
(Abbott) A gelatina (25 e 100 polysorbate 80 ambiente
mg);
Cyclosporine® Ciclosporina - Cépsulas moles de  Labrafac, Labrasol, Temperatura
capsules A gelatina (100 mg) Cremophor EL ambiente
(Sidmak)
Kaletra® Lopinavir e Lopinavir Lopinavir em Cremophor EL 2°C-8°C ou a
(Abbott) Ritonavir (0,00192 capsulas moles de temperatura
mg/mL) gelatina (133,3mg) Cremophor RH40e  ambiente por
Ritonavir e ritonavir (33,3 mg) 6leo de menta até de 2
(0,00126 Solugéo oral de meses

mg/mL)

liponavir (80
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mg/mL) e de
ritonavir (20 mg/mL)
Norvir® (Abbott)  Ritonavir 0,00126 Capsulas molesde  Cremophor EL 2°C-8°C ou a
mg/mL gelatina (100 mg) temperatura
ambiente por
até de 2
meses
Fortovase® Saquinavir 0,00247 Capsulas molesde  Mono e diglicerideos  2°C-8°C ou &
(Roche) mg/mL gelatina (200 mg) de cadeia média e temperatura
dl-a-tocopherol ambiente por
até de 2
meses
Aptivus® Tipranavir 0,000207 Capsulas molesde  Cremophor EL e 2°C-8°C
(Boehringer mg/mL gelatina (200 mg) mono e diglicerideos  apos a
Ingel-heim) de cadeia média abertura do
frasco ou a
temperatura
ambiente por
até 60 dias
Fenogal® Fenofibrato Cépsulas duras de Gelucire 44/14 Temperatura
(Genus) gelatina (200 mg) ambiente
Lipirex® (Sanofi  Fenofibrato Cépsulas duras de Gelucire 44/14 e Temperatura
Aventis) gelatina PEG 2000 ambiente
Infree® (Eisai Indometacina  0,0024 Cépsulas molesde  Cremophor RH 60, Temperatura
Co.) mg/mL gelatina (200 mg) 6leo hidrogenado e ambiente
gliceril monooleato
Agenerase® Amprenavir 0,0491 Cépsulas molesde  TPGS (12%), PEG Temperatura
(GaxoSmithKlin mg/mL gelatina 400 (17%), ambiente
e) Propilenoglicol (55%)
e cloreto de sédio
Solufen® Ibuprofeno 0,0684 Cépsulas duras de Gelucire 44/14 Temperatura
(Sanofi-Aventis) mg/mL gelatina ambiente
Accutane® Isotretinoina  0,00477 Cépsulas moles de  Cera de abelha, Temperatura
(Roche) mg/mL gelatina (10, 20 e BHA, EDTA, 6leode  ambiente
40 mg) soja hidrogenado em
flocos, 6leos
vegetais

hidrogenados, éleo
de soja

A utilizacdo de SEDDS para aumento da biodisponibilidade pode, ndo so levar

a um aumento da eficacia de um farmaco, mas também pode levar a reducéo da
concentracdo necessaria para tratamento, havendo a possibilidade de gerar menos

efeitos colaterais. Desta maneira, se faz necesséario a pesquisa pelo aumento da
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biodisponibilidade da ivermectina, principalmente através de alternativas que
envolvam um processo simples de emulsificacdo do farmaco, como os self-emulsifying

drug delivery systems, ja utilizados na industria farmacéutica.
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2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral melhorar a biodisponibilidade de ivermectina,
aumentando a sua solubilidade com a técnica de Self-Emulsifying Drug Delivery
Systems (SEDDS), avaliando essa melhoria através de ensaios envolvendo a
estabilidade das formulacdes, tamanho das particulas, a cinética de liberacdo do

farmaco e a atividade biolégica in vitro e in vivo.
2.1 Objetivos especificos

e Triar possiveis componentes SEDDS, selecionar as fases oleosas com maior
capacidade de solubilizacdo (farmaco, tensoativos e co-tensoativos), com
baixa toxicidade e que confiram boa estabilidade ao SEDDS.

e Investigar a velocidade de liberagao de ivermectina.

e Avaliar, por meio de ensaios in vitro a atividade das particulas em fémeas
partenogenéticas de Strongyloides venezuelensis quanto a motilidade e
mortalidade em diferentes proporc¢des de fase oleosa/tensoativo/co-tensoativo,
bem como diferentes concentracdes de ivermectina,

e Avaliar, por meio de ensaios in vivo a eficicia das particulas no tratamento de
camundongos infectados com S. venezuelensis através da quantidade de ovos

por grama de fezes.
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3 Justificativa

Devido a alta prevaléncia e ampla distribuicdo da estrongiloidiase no Brasil,
somado ao fato de ser uma Doenca Negligenciada, ndo se pode ignorar a
possibilidade desta parasitose atingir regides ainda indenes. Contudo, apesar da
existéncia de farmacos como a ivermectina para o tratamento, até o0 momento nao
existe um farmaco que atue de modo eficiente em diferentes esquemas terapéuticos
e para diferentes individuos, em consequéncia da variabilidade de resposta ao
tratamento. Neste panorama, € desejavel que se conduzam estudos para melhoria da
biodisponibilidade da ivermectina para o tratamento da estrogiloidiase, visando,

sobretudo, uma melhor eficacia sobre os estagios larvarios e vermes adultos.

Sendo os SEDDS uma tecnologia ja utilizada na industria farmacéutica, sua
formulacédo leva em conta componentes que apresentam baixa toxicidade e que ndo
causem alteracdes permanentes nos sistemas bioldgicos, como no caso dos
tensoativos, porém que desempenham papel importante na absorcédo e adesao do

farmaco encapsulado as membranas biologicas.



21

4 Material e Métodos

4.1 Material

Foi utilizada ivermectina obtida de Sigma-Aldrich (18898, St. Louis, MO), 6leos
super-refinados de Ricino, Oliva, Amendoin, Gergelim e de Algodao gentiimente
doados por Croda (Campinas, Brasil), além de Peceol, Labrafac Lipophile e Labrafac
PG, cedidos por Gattefossé (Nanterre, Franca). Os tensoativos Cithrol GMS 40, Cithrol
DGMS, Brij CS12, Adinol CT95, Cirrasol G1284 e Cithrol 10MS foram cedidos por
Croda (Campinas, Brasil) e Labrafil M1944CS, Labrafil M2130, Labrasol, Gelucire
48/16 e Tefose 63 foram doados por Gattefossé (Nanterre, Franca). Os co-tensoativos
Compritol 888ATO e Transcutol HP foram cedidos por Gattefossé (Nanterre, Franca)
e Renex PEG 400 foram adquiridos de Croda (Campinas, Brasil). O metanol utilizado
para a curva de solubilidade foi adquirido de Sigma-Aldrich (St, Louis, MO). Todos o0s

reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2 Metodologia

A metodologia adotada neste trabalho foi dividida em oito etapas principais
comecando na escolha dos componentes para a producdo dos SEDDS até a

avaliagdo da sua eficacia no tratamento de S. venezuelensis in vivo (figura 2).
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1) Escolha dos
componentes para a
producao dos SEDDS

- Solubilidade

2) Caracterizagao
fisico-quimica dos
SEDDS

3) Estabilidade no
Sistema Digestivo

6) Avaliacao in vitro
4) morfologia dos 5) Cinética de dos efeitos SEDDS

SEDDS liberacao In vitro em Strongyloides
venezuelensis

7) Avaliacao
morfoldgica dos
parasitos
submetidos aos
tratamentos

8) Avaliacao dos
SEDDS In vivo

Figura 2 — Fluxograma da metodologia para producédo de SEDDS e sua avaliagao

4.2.1 Escolhados componentes para a formulagcdo dos SEDDS

Para a selecdo dos componentes que compdem uma formulacao, varios fatores
sdo levados em conta, sendo capacidade de solubilizar ivermectina (ensaio de
dissolucdo) um dos mais importantes. Para avaliar a quantidade maxima de farmaco
gue é solubilizada por cada componente, faz-se necesséario a elaboracdo de uma
curva de calibragdo com a ivermectina solubilizada em um solvente organico, e a partir
desta curva, quantificar a ivermectina presente em cada um dos possiveis

componentes da formulagéo.

4.2.1.1 Curvade calibracéo

Foi obtida uma curva de calibracdo da concentracdo de ivermectina por
espectrofotometria UV-Vis utilizando uma solucao de 0,2 mg/mL de ivermectina em

metanol (Chomwal e Goyal, 2013). Inicialmente foi realizado uma varredura em



23

espectrofotometro UV-Vis (Genesys 6, Thermo Scientific), onde foi observado um pico
a 245 nm, conforme descrito por Campbell (1989), Dal Bosco (2012) e Ghandi et al.
(2010). A linha de tendéncia foi obtida no Software Microsoft Excel 2013®, e ajustada
aos pontos uma regressao linear entre os valores de absorbancia e concentracao,
com um indice de correlacdo de Pearson, incluindo valores de absorbancia entre O e
1 em 5 concentragfes diferentes (ANVISA, 2003).

4.2.1.2 Ensaio de Dissolucao

As fases oleosas, 0s tensoativos e 0s co-tensoativos (tabela 2) foram avaliados
guanto a sua capacidade de solubilizar a ivermectina, sendo este um pré-requisito
para a selecdo de possiveis componentes para a formacdo dos SEDDS,
principalmente das fases oleosas com maior capacidade de solubilizagao.

Tabela 2 — Oleos (fase oleosa), tensoativos e co-tensoativos testados para a producéo
de SEDDS

Oleos Tensoativos Co-tensoativos
Algodéo Cithrol GMS 40 Transcutol HP
Amendoim Cithrol DGMS Compritol 888ATO
Gergelim Brij CS12 Renex PEG 400.
Labrafac Lipophile Adinol CT95
Labrafac PG Cirrasol G1284
Oliva Cithrol 10MS
Peceol Labrafil M1944CS
Ricino Labrafil M2130
Labrasol
Gelucire 48/16
Tefose 63

A dissolucéo da ivermectina nas fases oleosas, tensoativos e co-tensoativos foi
determinada individualmente, conforme metodologia adaptada de Cui et al. (2009).
Foi adicionada 0,1 g de ivermectina a 5 mL de cada 6leo, tensoativo ou co-tensoativo
e homogeneizados em Vortex (Phoenix AP-56) durante 1 minuto e submetidos a
agitacao constante em shaker orbital (Tecnal TE039i) a 300 rpm durante 72 horas a
37+£1°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm (11773 G ou
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RCF) por 10 minutos (Centrifuga Eppendorf 5415-C) e filtradas em membrana de
acetato-celulose (Millipore 0,45 pm). A leitura do filtrado foi realizada em
espectrofotometro UV-VIS, utilizando como padréo a curva de calibracédo descrita no
item anterior a fim de quantificar a ivermectina solubilizada no componente analisado.
Uma amostra contendo a mesma quantidade de cada componente, porém sem a
ivermectina, foi utilizada como branco e o solvente para a solubilizagdo e posterior

leitura foi o mesmo utilizado na curva de calibracdo (metanol).

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos SEDDS

4.2.2.1 Estabilidade das formulac¢des

Apds selecionados os componentes a partir de suas caracteristicas de
solubilizacdo da ivermectina (as fases oleosas e 0s co-tensoativos com maior
capacidade de dissolucdo) e tensoativos com uma maior, intermediaria e menor
capacidade de solubilizacao, foram realizados ensaios referentes a estabilidade das

possiveis combinacdes entre fase oleosa, tensoativo e co-tensoativos.

Essa estabilidade considerou a separacédo ou ndo de fases em solucdo aquosa,
turbidez (visualmente) e o didmetro médio, polidispersidade e potencial zeta das

particulas formadas em Dymanic Light Scattering (DLS).

Para as fases oleosas selecionou-se Peceol, Labrafac Lipophile e Labrafac PG.
Como tensoativos selecionaram-se Labrafil M2130, Brij CS12 e Gelucire 48/16 e como
co-tensoativos selecionaram-se Compritol 888ATO, Transcutol HP e Renex PEG 400.

A fim de obter uma solucdo (fase oleosa + fase aquosa, estabilizada com
tensoativos e co-tensoativos) contendo particulas em escala nanométrica, 0s
componentes da formulacdo foram avaliados quanto a auséncia de separacdo de
fases e a formagdo de uma solucdo translicida. As combinagfes testadas foram

descritas na tabela 3.

A fim de obter uma formulagdo estavel com uma menor quantidade de
tensoativos, os componentes foram avaliados em diferentes concentragbes. As
proporcdes utilizadas de fase oleosa, tensoativo e co-tensoativo foram,
respetivamente, 40:42:18; 30:49:21; 20:56:24; 10:63:27 e 5:67:28. Apos a adicdo da
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agua Milli-Q (100 mL para cada 10 mL do total dos componentes, submeteu-se a
agitacao suave (8 RPM) em um homogeneizador de tubos (Fanem, modelo 270-T),
durante 2 horas. ApO0s 24 horas foi observado o aspecto das formulagcbes, a

manutencdo das fases ou a sua separacao.

Tabela 3 — Formulacbes de SEDDS (fase oleosa + tensoativo + cotensoativo)

testadas.

Fase oleosa Tensoativo Co-tensoativo
SEDDS 1 Peceol Labrafil M 2130 Compritol 888 ATO
SEDDS 2 Peceol Brij CS12 Transcutol HP
SEDDS 3 Peceol Brij CS12 Renex PEG 400
SEDDS 4 Peceol Gelucire 48/16 Transcutol HP
SEDDS 5 Peceol Gelucire 48/16 Renex PEG 400
SEDDS 6 Peceol Labrafil M 2130 Transcutol HP
SEDDS 7 Peceol Labrafil M 2130 Renex PEG 400
SEDDS 8 Labrafac PG Labrafil M 2130 Compritol 888 ATO
SEDDS 9 Labrafac PG Brij CS12 Transcutol HP
SEDDS 10 Labrafac PG Brij CS12 Renex PEG 400
SEDDS 11 Labrafac PG Gelucire 48/16 Transcutol HP
SEDDS 12 Labrafac PG Gelucire 48/16 Renex PEG 400
SEDDS 13 Labrafac PG Labrafil M 2130 Transcutol HP
SEDDS 14 Labrafac PG Labrafil M 2130 Renex PEG 400
SEDDS 15 Labrafac Lipophile Labrafil M 2130 Compritol 888 ATO
SEDDS 16 Labrafac Lipophile Brij CS12 Transcutol HP
SEDDS 17 Labrafac Lipophile Brij CS12 Renex PEG 400
SEDDS 18 Labrafac Lipophile Gelucire 48/16 Transcutol HP
SEDDS 19 Labrafac Lipophile Gelucire 48/16 Renex PEG 400
SEDDS 20 Labrafac Lipophile Labrafil M 2130 Transcutol HP
SEDDS 21 Labrafac Lipophile Labrafil M 2130 Renex PEG 400

4.2.2.2 Diametro médio e Potencial Zeta

O diametro médio e potencial zeta foram determinados pelo método DLS -
Dynamic Light Scattering (modelo ZetaSizer Nano ZS, Malvern) utilizando 1 mL de

cada formulacédo de SEDDS diluido na propor¢éo 1:100 em agua Milli-Q.

4.2.3 Estabilidade no Sistema Digestivo

Apé6s a selecdo das composicbes mais estaveis (que ndo apresentaram

separacdo de fases, com menor tamanho de particulas e baixo indice de
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polidispersidade), considerando que a sua administracao sera via oral, a estabilidade
das diferentes formulacbes de (SEDDS) foi avaliada quando exposta a fluidos

gastrintestinais.

Quando expostos ao pH extremamente baixo e as enzimas presentes no
estbmago, deseja-se que a particula de SEDDS formada seja estavel o suficiente para

nao liberar o farmaco nesse trajeto, pois sua absor¢céo se da no intestino.

Dentre as 21 possiveis combina¢gfes de fases oleosas, tensoativos e co-
tensoativos em diferentes concentracdes, as selecionadas para prosseguirem com 0s
ensaios por serem as melhores avaliadas foram: Peceol + Brij CS12 + Transcutol HP
(foi a 22. avaliada, indicada como “SEDDS 2”) e Labrafac Lipophile + Gelucire 48/16 +
Renex PEG 400 (foi a 192. avaliada, indicada como “SEDDS 19), ambas na proporgao
de fase oleosa, tensoativo e co-tensoativo 10:63:27, respectivamente. Esta proporgéo
foi escolhida por apresentar menor separacdo de fases e turbidez no ensaio de

estabilidade das formulacées.

A estabilidade foi avaliada comparando o tamanho e a polidispersidade das
particulas dos SEDDS submetidas aos fluidos gastrico e intestinal simulados e em

agua (solucéo).

4.2.3.1 Ensaio de estabilidade gastrintestinal

Uma vez que os farmacos podem interagir com os fluidos gastricos e intestinais
e, em consequéncia, sofrer alteracdes estruturais, foi realizado um ensaio de
estabilidade. Formulacdes selecionadas de SEDDS foram submetidas a acdo de
fluidos gastrico e intestinal simulados sugeridos pela United States Pharmacopeia 33-

28NF/2010, conforme descrito na tabela 4.

Tabela 4 — Composicao dos Fluidos Gastrico e Intestinal Simulados, de acordo com
McClements e Li (2010)

Fluido Gastrico Simulado
NacCl 0,032g
Pepsina 0,059




HCI 1N 1,4 mL

Agua Milli-Q 6,6 mL

pH a 25°C 1,2

Fluido Intestinal Simulado

A KH2POq4 01lg
Agua Milli-Q 4 mL

B NaOH 0,01¢
Agua Milli-Q 9,23 mL

C Pancreatina 0,32g
A+B+C
Agua Milli-Q 2,77 mL
pH a 25°C 6,8
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A concentracdo de SEDDS utilizado no ensaio foi de 0,1:100 e o tempo de

digestdo utilizado foi o sugerido por Minekus et al. (2014). As formulacfes foram

submetidas a agitacdo suave (8 RPM) e distribuidas conforme tabela 5.

Tabela 5 — Descricdo dos tempos e temperatura de digestdo dos solventes utilizados

para o ensaio de estabilidade gastrintestinal.

Grupo Solvente Tempo Temperatura
A Agua 2 horas 37°C
B Fluido Géstrico Simulado 2 horas 37°C
C Grupo B (ap6s as 2 horas e filtrado em 0,45um) + 2 horas 37°C
Fluido Intestinal Simulado
D Agua 4 horas 37°C

Apos a digestdo, as formulacdes foram avaliadas em relacdo ao diametro

meédio e polidispersidade das particulas.

4.2.4 Morfologia dos SEDDS

A caracterizagcdo morfologica das particulas formadas nos SEDDS 2 e SEDDS

19, foi realizada por microscopia eletrbnica de transmissao. A proporcéao utilizada foi

a de 10:63:27 (fase oleosa:tensoativo:co-tensoativo), uma vez que foi a proporcao

mais estavel no ensaio de estabilidade das formulacfes. Aliquotas de 50 uL de cada

SEDDS em solucéo (10 pg/mL de ivermectina) foram adicionadas em grades de cobre
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de 300 mesh com filme-suporte de parlddio 1%. A contrastacao negativa foi realizada
com solucdo de acetato de uranila 2% e as imagens obtidas com o microscopio

eletrénico de transmissdo modelo LEO-906 (Carl Zeiss) a 60 kV.

4.2.5 Cinética de liberacgéo in vitro

A fim de estimar o tempo in vitro para a liberagdo do principio
encapsulado, foi realizado um ensaio de liberacdo, onde as SEDDS 2 e SEDDS 19
nas propor¢cbes de 10:63:27 (fase oleosa:tensoativo:co-tensoativo) foram
acondicionadas em membranas de dialise de 3500 dalton (Spectrum®, mod. 132725)
conforme a Tabela 6. A proporcéo foi utilizada devido a maior estabilidade observada

em ensaios anteriores,

Tabela 6. Descrigédo dos meios utilizados no ensaio de liberagdo. No meio de liberagéo
o préprio co-tensoativo em concentracdo maior para a solubilizacdo da ivermectina e

posterior leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 245 nm.

SEDDS 2 SEDDS 19
Meio doador Meio de liberacéo Meio doador Meio de liberacéo
7 mg lvermectina 198,9 mL agua Milli-Q 7 mg Ivermectina 265,74 mL agua Milli-Q
134 uL Peceol 10,86 mL Transcutol 172 uL Labrafac Lipophile 15,36 mL Renex PEG 400
844 pL Brij CS12 1083,6 pL Gelucire 48/16
362 L Transcutol HP 464,4 uL Renex PEG 400
13,26 mL agua Milli-Q 17,02 mL agua Milli-Q

A cada intervalo de tempo (6 horas, 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5
dias e 6 dias), 1 mL do meio de liberacao era coletada para a andlise da concentracdo
da ivermectina liberada através de espectrofotometria UV/Vis. Esse ensaio foi
realizado em triplicata e calculado o desvio padréo das leituras. Para evitar qualquer
degradacéo no meio de liberagéo, este foi substituido a cada 24 horas, uma vez que
a ivermectina livre é estavel somente por 33 horas (Camargo et al., 2010).
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4.2.6 Avaliacao in vitro do efeito de SEDDS em Strongyloides venezuelensis

Apés a caracterizacao e selecdo das melhores formulacdes (SEDDS 2 e SEDDS
19), foram realizados os ensaios in vitro com o intuito de testar a atividade contra

S. venezuelensis.

Modelo experimental

Como modelo experimental para os testes in vitro, foram utilizadas fémeas
parasitas de S. venezuelensis mantidas no laboratério de Biologia
Animal/Parasitologia da Unicamp em Rattus norvegicus machos, linhagem Wistar com
30 dias de idade, oriundos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na
Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (Cemib-Unicamp) com aprovacédo da
Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA) da Unicamp (protocolo: 4400-1/2016,
Anexo 3).

Infecgdo do modelo animal

Larvas filaridides (L3) foram obtidas por coprocultura. Para esse efeito, foram
coletadas fezes de ratos previamente infetados com S. venezuelensis. As fezes foram
maceradas e homogeneizadas com agua declorada, sendo em seguida adicionado
carvao animal numa proporcao 1:2 (fezes:carvao) e incubados numa estufa a 27° C
por 48 h.

As larvas foram isoladas utilizando a técnica de Rugai, Matos, Brisola. (1954).
Os ratos foram infectados por injecfes subcutaneas contendo aproximadamente 1500

larvas L3 na regido do abdomen.

Coleta de fémeas parasitas

ApOs eutanasia, os ratos foram dissecados. Uma porc¢ao do intestino delgado
do animal de aproximadamente 15 cm foi seccionada e aberta longitudinalmente para
exposicao da mucosa intestinal (figura 3). Esse segmento foi lavado com solucéo
fisiolégica para retirada de sujidades e transferido para placa de Petri contendo meio

RPMI 1640 e mantido em estufa a 37° C por um periodo de 1 hora. Apos esse periodo



30

as fémeas livres no meio de cultura foram coletadas e lavadas 3 vezes em meio RPMI

e foram colocadas 2 fémeas por poco de placas de cultura de 24 pocos.

Figura 3: Seccao longitudinal de um fragmento de 15 cm do intestino delgado do
hospedeiro para obtencéo de fémeas parasitas.

Ensaio in vitro

Os parasitos foram acondicionados em placas de cultura de 24 pog¢os contendo
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com streptomicina/pinincilina 0.01%,
conforme descrito anteriormente. Foram realizados ensaios com quatro
concentracOes diferentes de ivermectina encapsulada (120, 60, 30 e 15 ug/mL) e
respetivo controles (particula sem o farmaco, apenas os tensoativos e apenas 0 meio
de cultura). Cada concentracdo testada em 6 fémeas sendo realizadas duas
repeticdes (n=12). As placas foram incubadas a 37° C numa atmosfera de 5% de COa.
Foram realizadas observacdes quanto a motilidade e mortalidade apés 12, 24, 48 e
72 horas.

Para cada SEDDS, foram avaliados a atividade em diferentes proporc¢des de
componentes da formulagéo, sendo a) 30:49:21; b) 20:56:24 e c¢) 10:63:27 (propor¢ao

fase oleosa:tensoativo:co-tensoativo).

4.2.7 Morfologia dos parasitos submetidos ao tratamento com SEDDS 2 e
SEDDS 19

Apoés o ensaio in vitro, foram coletados os parasitas logo que observado sua

morte e submetidos ao processo de fixacdo para analise por microscopia eletrénica
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de varredura, a fim de observar possiveis alteracdes morfoldégicas e estruturais

decorrentes do tratamento.

Para a fixacdo dos parasitas, foi utilizado o fixador Karnovsky (5 mL de
Glutaraldeido 2,5% diluido em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M adicionado a 5 mL
de Formaldeido 4% diluido no mesmo tamp&o). As amostras permaneceram em
fixacdo por 48 horas, e a pos-fixacdo foi realizada utilizando Tetroxido de Osmio 2%
diluido em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M durante 10 minutos e seguido por mais
3 trocas de tamp&o a cada 10 minutos a fim de remover todo o Tetroxido de Osmio
que ndo estiver aderido & amostra (Hayat, 1970).

Em seguida, as amostras foram desidratadas em Etanol em concentracdes
crescentes de 50%, 70%, 95%, 100% e 100% em intervalos de 10 minutos cada. Na
dltima concentracdo (100%) as amostras permaneceram 15 minutos em etanol. A
secagem das amostras se deu por Ponto Critico (Modelo CPD-030, Balzers) e a
metalizacdo em ouro foi realizada em equipamento Sputter Coater (SCD-050, Balzers)
(Hayat, 1970, Bozzola et al., 1999; Souza, 2007).

A obtencdo de imagens de microscopia eletrénica de varredura foi realizada
por equipamento modelo JSM 5800LV (Jeol). Os equipamentos acima utilizados
pertencem ao Laboratorio de Microscopia Eletrénica do Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas.

4.2.8 Avaliacdo de SEDDS 2 e SEDDS 19 in vivo

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) linhagem Balb/c AnUnib
obtidos do CEMIB-Unicamp Unicamp e com aprovacdo da CEUA-Unicamp
(protocolos: 4400-1/2016 e 4400-1%/2017, Anexo 3). Larvas filaridides de S.
venezuelensis foram obtidas por coprocultura como descrito anteriormente.
Camundongos fémeas com 30 dias de idade foram infectados com 1500 larvas via

subcuténea e separados em 8 grupos contendo 10 animais cada (tabela 7).
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Tabela 7 — Descricdo dos grupos experimentais do ensaio in vivo

Grupo Nome Descricao
Grupol  Controle da infecgéo Camundongos  infectados e  sem
tratamento
Grupo 2  Controle farmacolégico 0,2 mg/kg de ivermectina
Grupo3  SEDDS 2 0,1 mg/kg de ivermectina encapsulada em
SEDDS 2 na propor¢ao 10:63:27
Grupo4  SEDDS 2 vazia SEDDS 2 na proporgao 10:63:27 sem
ivermectina (controle da formulacéo)
Grupo5  SEDDS 19 0,1 mg/kg de ivermectina encapsulada em
SEDDS 19 na propor¢ao 10:63:27
Grupo 6 SEDDS 19 SEDDS 19 na proporcao 10:63:27 sem
ivermectina (controle da formulacéo)
Grupo7  Componentes do SEDDS 0,1 mg/kg de ivermectina encapsulada em
19 sem Renex PEG 400 Labrafac Lipophile e Gelucire 48/16 na
com ivermectina proporcao 86:14
Grupo8 Componentes do SEDDS Labrafac Lipophile e Gelucire 48/16 na

19 sem Renex PEG 400

proporcao 86:14

O tratamento dos camundongos foi realizado via gavagem, em dose Unica, 48

h apds a infecgdo. Apos a administracdo do farmaco, diariamente, foram coletadas

fezes de cada animal e o nidmero de ovos foi contado utilizando a técnica de McMaster

(Gordon e Whitlock, 1939). A contagem foi feita até ndo serem encontrados mais ovos

nas fezes. Todas as contagens foram realizadas em triplicata e calculada média e

desvio padréo.

4.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 7.

Os resultados dos ensaios in vitro e in vivo foram analisados utilizando a analise

de variancia (ANOVA) comparando as médias dos diferentes tratamentos, onde 0s

resultados foram considerados significativamente diferentes se p<0,05.
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Com o intuito de saber se a reducao do niumero de ovos nas fezes no ensaio in
vivo estava relacionada com a liberacdo do farmaco, foi utilizado o teste de correlagcéo
nao paramétrico de Spearman, onde, se significativo (p<0.05), r>|0,9| representa uma
correlagdo muito forte; |0,7|>r>|0,9| representa uma correlagao forte; |0,5/>r>|0,7|
representa uma correlacdo moderada e r<|0.5| representa uma correlacédo fraca a
desprezivel. Valores negativos de r representam uma correlacdo negativa, ou seja,

guando um valor aumenta outro diminui.

Os graficos foram realizados utilizando o programa Excel (Microsoft Office) e o
programa GraphPad Prism 7.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Quantificacédo de ivermectina por espectrofotometria UV/Vis

5.1.1 Curvade calibracao

A figura 4 mostra a curva de calibracdo obtida para a determinacdo da
concentracdo de ivermectina. Os dados de concentracdo versus absorbancia

apresentaram uma boa correlacdo linear, com coeficiente de determinacao

R2=0,9841.
Curva de calibracao - Ivermectina
0,04
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y =0,0328x + 0,0009
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Figura 4. Curva de calibracdo da ivermectina no comprimento de onda 245 nm. No

eixo Y a concentracédo do farmaco em mg/mL.

5.1.2 Ensaio de Dissolucéao

As fases oleosas que apresentaram maior capacidade de solubilizagédo da
ivermectina foram Labrafac Lipophile (40 mg/mL), Labrafac PG (40,9 mg/mL) e Peceol
(54 mg/mL), os quais foram selecionados para o0s ensaios subsequentes, uma vez que
pretendeu-se manter o farmaco no interior da particula, solubilizado no 6leo (Figura
5).
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Figura 5. Capacidade de Solubilizagdo da ivermectina nas fases oleosas avaliadas.

Valores em mg/mL (n=5 e desvio padréo).

Buyukozturk et al. (2013) relata a importancia da escolha das fases oleosas na
solubilizacdo de farmacos, uma vez que estes sdo essenciais ndo somente pela
dissolucéo, mas também pela facilitacdo do transporte dos farmacos lipofilicos pelas
vias linfaticas. E consenso que se buscam alternativas para compor formula¢ées com
menores custos e com 6leos ja utilizados na industria de alimentos, como os de origem
vegetal (Savale, 2015). No entanto, esses 0Oleos geralmente apresentam pouca
capacidade de solubilizar quantidades significativas da maioria dos farmacos
lipofilicos e realizar uma emulsificacéo eficiente, sendo as fases oleosas sintéticas e

semi-sintéticas utilizadas em diversos casos (Pujara, 2012).

Os tensoativos e co-tensoativos também foram selecionados a partir de sua
capacidade de solubilizar a ivermectina, onde foram selecionados tensoativos que
solubilizaram maior quantidade do farmaco (Gelucire 48/16), menor (Labrafil M2130)
e um tensoativo com valor intermediario de solubilizagdo (Brij CS12) (Figura 5). Os
Co-tensoativos selecionados foram os dois com maior capacidade de solubilizacdo
(Transcutol HP e Renex PEG 400) e o co-tensoativo com menor capacidade de
solubilizagéo (Compritol 888ATO) (Figura 6).
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Solubilidade de Ivermectina em Tensoativos e Co-Tensoativos

[mg/mL]
N
o

Figura 6. Capacidade de Solubilizacdo da ivermectina nos tensoativos e co-

tensoativos. Valores em mg/mL (n=5 e desvio padrao)

Mohsin et al. (2012) sugere que as formulagdes de SEDDS apresentem a
menor quantidade possivel de tensoativo, rondando até 60% do total de componentes,
uma vez que podem causar irritacdes gastricas, além de serem preferencialmente
formulados utilizando tensoativos ndo idnicos, como os utilizados neste trabalho, uma
vez que estes apresentam menor toxicidade e provocam alteracdes temporarias de
permeabilidade da mucosa intestinal (Gursoy e Benita, 2004).

Outra dificuldade na escolha do tensoativo/co-tensoativo é o baixo numero
aceitos e aprovados para formulacdes orais, sendo este um fator determinante para a

escolha dos tensoativos das formulagdes (Cerpnjak et al., 2013).

5.1.3 Estabilidade das formulacdes

A partir dos resultados do ensaio de dissolugcéo, onde foram selecionados as
fases oleosas com maior capacidade de solubilizagcdo da ivermectina (Peceol,
Labrafac PG e Labrafac Lipophile), tensoativos com diferentes capacidades de
solubilizagdo do farmaco (Labrafil M2130, Brij CS12 e Gelucire 48/16) e Co-
tensoativos (Compritol 888ATO, Transcutol HP e Renex PEG 400), foram submetidos

ao ensaio de estabilidade. Também a fim de encontrar uma formulagéo estavel e com
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a menor quantidade de tensoativo, diferentes propor¢cdes de fase
oleosa:tensoativo:co-tensoativo foram avaliadas (40:42:18; 30:49:21; 20:56:24;
10:63:27 e 5:67:28, respectivamente).

As formulacdes mais estaveis (sem separacao de fases) e com menor turbidez
(provavel tamanho menor de particulas), foram as amostras 2 (Peceol, Brij CS12 e
Transcutol HP) e 19 (Labrafac Lipophile, Gelucire 48/16 e Renex PEG 400), sendo as
mais estaveis aguelas com maiores concentracdes de tensoativos e co-tensoativos
(Figura 7). Portanto, com o0 objetivo de utilizar a menor quantidade possivel de
tensoativos nas formulagoes, foram selecionadas as formulagbes SEDDS 2 e 19 na
proporcéo 10:63:27 (Figura 7.A IV e 6.B IV).

Figura 7. Ensaio de estabilidade. A) SEDDS 2 — Peceol, Brij CS12 e Transcutol HP
nas proporgdes: 1) 40:42:18, 1) 30:49:21, 11l) 20:56:24, 1V) 10:63:27 e V) 5:67:28. B)
SEDDS 19 — Labrafac Lipophile, Gelucire 48/16 e Renex 400 PEG, nas mesmas
proporcdes citadas para o SEDDS 2.

5.1.4 Diametro médio e Potencial Zeta

O diametro médio em termos de Z-average, o indice de polidispersidade e o
potencial zeta sdo apresentados na Tabela 8. Tanto o SEDDS 2 quanto o SEDDS 19
apresentaram valores de Z-Average proximos (63,17 e 52,93 nm, respectivamente),
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indicando um tamanho nanométrico que pode apresentar vantagens em relagédo a sua
absorcdo no colon intestinal, uma vez que uma particula sendo menor, maior a area

de superficie de contato com o sitio de absor¢ao.

Tabela 8. Valores de diametro médio (Z-Average - nm), indice de Polidispersidade
(PDI) e Potencial zeta (mV)

SEDDS Z-Average PDI  Potencial Zeta
2 63,17 0,435 -12,4
19 52,93 0,401 -11,1

Os valores de Potencial Zeta obtidos indicam, em ambas as formulagdes, que
a carga exposta ao meio € negativa e de baixa intensidade. Essas caracteristicas
conferem as particulas estabilidade moderada quanto a agregacao, e baixa repulsao
em relacdo a membrana intestinal, também negativa, ndo prejudicando
expressivamente sua interacao eletrostatica. No entanto € possivel que outros fatores,
como a composicao da formulacao, por exemplo, afetem também sua capacidade de

mucoadesao (Bogataj et al., 2004).

A figura 8 mostra as distribuicBes populacionais dos diametros das particulas
de SEDDS 2 e SEDDS 19, em termos de intensidade de luz espalhada, distribuicéo I,
cuja intensidade é proporcional ao didmetro elevada a sexta poténcia (I a df). Essa
distribuicdo fornece nos seus picos todos os diametros presentes na amostra, a partir
dos quais séo calculados o diametro médio (Z-average) e o indice de polidispersidade
(PDI). Portanto, em ambas as amostras estao presentes populacfes com diametros
da ordem de 6-10 nm, 70 nm e 2500 nm, resultando em polidispersidade média da
ordem de 0,4.
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5.2 Estabilidade dos SEDDS nos Fluidos Gastrico e Intestinal Simulados

A figura 9 apresenta os resultados do ensaio de estabilidade gastrintestinal,
onde é evidente o tamanho maior das particulas mesmo quando somente submetida
aos meios simulados sob agitacdo suave. Tal fato pode estar relacionado com a
agregacdo devido a exposicdo aos ambientes gastrico e intestinal. Comparando os
controles, observa-se que as particulas permaneceram integras durante 2 e 4 horas
em agua. Quando expostas ao fluido gastrico, a formulacdo SEDDS 2 foi sensivel,
enquanto que a SEDDS 19 néo sofreu alteracdo. A maior alteracéo foi observada no
efeito cumulativo de exposi¢cdo nos fluidos gastrico (2 horas) e intestinal (mais 2
horas), a qual foi semelhante para ambas as formula¢des. Portanto, as formulagdes,
principalmente a SEDDS 2, devem ser administradas em capsulas gastrorresistentes

a fim de reduzir os efeitos de instabilidade.

Estabilidade dos SEDDS nos fluidos gastrico e intestinal

500 .
simulados

450
400 I I
350
300
250 I
200

Z-average

150
100
50

SEDDS 2 SEDDS 19
B FGS 2h Agua 2h FGS2h +FIS2h ' Agua 4h

Figura 9. Ensaio de estabilidade dos SEDDS 2 e 19 frente aos fluidos gastrico (FGS)
e intestinal (FIS) simulados. Relagéo entre o Z-average das particulas e o tempo de

exposicdo aos fluidos (n=3 e desvio padrao)

5.3 Morfologia dos SEDDS por microscopia eletronica de transmissao

As imagens obtidas a partir da microscopia eletrbnica de transmissao

corroboram com os resultados obtidos por DLS. Na figura 10, as particulas formadas
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com o SEDDS 2 apresenta tamanho préximo a 100 nm, confirmando o resultado do
ensaio DLS, no qual o didametro médio predominante das particulas foi de 78 nm. O
mesmo se observa na imagem de microscopia do SEDDS 19, com tamanho préximo
ao observado em DLS, de aproximadamente 70 nm.

SEDDS 2 SEDDS 19

HV  Mag OperatorSample

L9160 V60000 x Prado - 200 nm A e

[#160 K\ 120300 x Prado - 100 nm-
Figura 10. Imagens das particulas SEDDS 2 e SEDDS 19 obtidas por microscopia

eletrbnica de transmisséo, operado em 60 kV e em magnificacdo de 60000 a 129300x.

5.4 Cinéticade liberacéo in vitro

5.4.1 Ensaio de liberacéao

A liberacdo da ivermectina em ambas formula¢des (SEDDS 2 e SEDDS 19) foi
bastante retardada, sendo que no intervalo entre o terceiro e o quinto dia foi quando
houve maior liberacdo de ivermectina (Figura 11 A e B).
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Figura 11. Perfil de liberacao in vitro de SEDDS 2 (A) e SEDDS 19 (B). No eixo Y, 0s
valores em porcentagem de liberacdo do farmaco. No eixo X, o tempo (n=3 e desvio

padrao).

Os resultados obtidos para o SEDDS 2 sugerem que a liberacéo se iniciou nas
primeiras horas, porém mantendo valores minimos, onde quase a totalidade foi
liberada entre o 4°. e o 5°. dia. Com relagcdo ao SEDDS 19, a liberacao iniciou-se
apenas apos 72 horas (3°. dia) e a maior parte foi liberada ap6s as 96 horas (4°. dia).

Ambas as formulacbes apresentaram resultados semelhantes quanto a
velocidade da liberacdo, mostrando uma liberacéo controlada e em tempo suficiente
para as particulas alcancarem seu sitio de absorcéo, o colon intestinal. Camargo et
al. (2010) desenvolveram particulas poliméricas visando retardar a liberacdo da
ivermectina, obtendo uma liberacdo lenta em algumas formulacdes avaliadas,
conforme objetivava. Varios autores desenvolveram particulas e emulsdes, utilizando
diferentes metodologias e diferentes farmacos anti-helminticos com o objetivo de
liberar as particulas apdés um determinado intervalo de tempo para serem absorvidas
no intestino (Baviskar et al., 2004; Emeje et al., 2009; Ghandi et al., 2010; Jain et al.,
2004).
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5.5 Ensaios biolégicos

5.5.1 Avaliacdo dos SEDDS In vitro em Strongyloides venezuelensis

A ivermectina em sua forma livre apresentou pouca atividade nas 72 horas de
duracéo do ensaio e em nenhuma das concentragdes avaliadas foi observada morte
de parasitos, nem foi observada nenhuma redugéao significativa de motilidade quando
comparada com o grupo controle (Two-way ANOVA) (Figura 12). Camargo et al.
(2010) relatam que a ivermectina é rapidamente liberada in vitro e tende a agregacéo,
podendo nessas condi¢des, tornar-se menos biodisponivel, fato que explicaria os
resultados in vitro diferentes do in vivo, uma vez que a ivermectina ainda € o farmaco
mais eficaz contra a estrongiloidiase. Nas placas de cultura do presente trabalho
foram observadas formacdo de cristais pela agregacdo do farmaco em todas as

concentracdes avaliadas.

Motilidade In vitro - Ivermectina livre
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Figura 12. Ensaio de avaliagdo da motilidade in vitro de Strongyloides

venezuelensis exposto a diferentes concentracdes de ivermectina.

SEDDS 2 (Peceol, Brij CS12 e Transcutol HP) foi a formulacdo que apresentou
melhor atividade no ensaio in vitro (Figura 13 e 15), em especial na proporcao
10:63:27 utilizando a concentracdo de ivermectina de 120 pg/mL. Apos 72 horas de
exposicao registrou-se 100% de mortalidade dos parasitos (Figura 15). As
concentracdes de farmaco de 60 pg/mL e 30 pg/mL também apresentaram resultados

bastante semelhantes, gerando 96,6% de mortalidade dos parasitos no mesmo
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periodo. A motilidade também teve uma reducdo significativa (p<0,05, Two-way

ANOVA) para todas as porporgdes testadas quando comparando com o grupo de

controle se farmaco (controle do meio).
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Figura 13. Ensaio de avaliacdo da motilidade in vitro de Strongyloides venezuelensis

frente as formulagbes SEDDS 2 em diferentes concentragcdes de farmaco e diferentes

proporcdes de fase oleosa (Peceol), tensoativo (Brij CS12) e co-tensoativo (Transcutol
HP). A) Proporcéo de 30:49:21; B) Proporcéo de 20:56:24 e C) Proporcao de 10:63:27.

Uma das caracteristicas de Strongyloides spp. é a presenca de uma cuticula

bastante espessa no revestimento do parasito, o qual é impermeavel a muitas

substancias. Em estudos envolvendo outro helminto que apresenta cuticula espessa

(Onchocerca volvulus), Cross et al. (1997) relatam a presenca da ivermectina em
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parasitos de pacientes tratados, havendo portanto a possibilidade da entrada do
farmaco através da ingestao pelo parasito. No presente experimento, essa hipotese €
reforcada pela observacdo de todas as fémeas submetidas ao tratamento

regurgitarem, fato ndo observado nos controles sem farmaco.

Na avaliacao in vitro de SEDDS 19 (Labrafac Lipophile, Gelucire 48/16 e Renex
PEG 400), foi observada reducdo de motilidade nas diferentes proporcbes de
componentes (Figura 14), porém a atividade observada foi inferior ao SEDDS 2.
Embora ndo tenha ocorrido mortalidade, todas as concentragcbes de SEDDS 19 (120,
60, 30 e 15 pg/mL), em todas as proporgdes (30:49:21; 20:56:24 e 10:63:27),
apresentaram reducédo significativa de motilidade ao fim de 72 horas (p<0,05, Two-
way ANOVA). Das trés proporcbes de fase oleosa, tensoativo e co-tensoativo a
proporcdo 10:63:27 foi a que apresentou uma reducado de motilidade mais rapida,
reduzindo significativamente a mobilidade do parasita em 24 h para todas as
concentracfes (com a excecao da concentracdo de 15 pg/mL), provavelmente devido
a formacdo de particulas de tamanho menor e mais estaveis (Kadu et al., 2011).
Também foi observado que as fémeas quando expostas a SEDDS 19 regurgitaram
durante todo periodo de andlise, podendo indicar a atividade do farmaco pela ingestédo
das particulas. Os resultados com as particulas vazias (sem ivermectina) foram
semelhantes aos do controle (sem particulas) e somente dos tensoativos, indicando

gue in vitro possivelmente esses fatores ndo alterem a resposta do parasito.
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Motilidade In vitro - SEDDS 19 - 10:63:27
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Figura 14. Ensaio de avaliagdo da motilidade in vitro de Strongyloides venezuelensis
frente as formulacdes SEDDS 19 em diferentes concentracdes de farmaco e
diferentes proporcgdes de fase oleosa (Labrafac Lipophile), tensoativo (Gelucire 48/16)
e co-tensoativo (Renex PEG 400). A) Proporcdo de 30:49:21; B) Proporcdo de
20:56:24 e C) Proporcéo de 10:63:27.

Para ambas as formulacdes de SEDDS, a proporcdo dos componentes da
formulacéo que apresentou melhor atividade foi a de 10:63:27, sendo que uma maior
concentracdo de tensoativos tende a formar particulas mais estaveis e de menor

tamanho, influenciando diretamente no efeito do farmaco (Kadu et al., 2011).
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Figura 15. Mortalidade de Strongyloides venezuelensis submetidas ao tratamento com SEDDS 2 in vitro.
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5.5.2 Morfologia dos parasitos

Analise em microscopia eletronica de varredura

Os parasitos coletados a partir dos ensaios in vitro, quando submetidos a
microscopia eletronica de varredura, evidenciam a atividade das particulas, sendo
possivel observar alteragdes na cuticula dos espécimes amostrados. E possivel
observar uma quantidade notavel de les6es nos parasitos submetidos ao tratamento
com SEDDS 2 em todas as proporc¢des avaliadas, principalmente naqueles tratados
com ivermectina a 120 pg/mL na proporcdo 10:63:27, indicando que os danos na
cuticula dos parasitos sejam pela acdo da ivermectina, uma vez que 0s parasitos

expostos a particulas sem o farmaco (vazia) apresentaram pouca ou nenhuma

alteracéo estrutural (Figura 16).
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SEDDS 2 — 120 pg.mL1-10:63:27 - 72h

18kv S um
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Figura 16. Microscopia Eletronica de Varredura de Strongyloides venezuelensis
expostos a SEDDS 2, SEDDS 2 vazia (sem o farmaco), controle do meio de cultura e
ivermectina livre. As setas vermelhas apontam as alteragbes mais severas

observadas na cuticula do parasito.

A formulagdo SEDDS 19 também evidencia a atividade do farmaco na
concentracéo de 120 pg/mL, porém a formulagdo que causou maiores danos visiveis
foi a de 30:49:21. Nas demais concentracdes, foi possivel observar pouca ou
nenhuma alteracao na estrutura da cuticula do parasito e os parasitos submetidos aos
controles com as particulas vazias (sem o farmaco) ndo apresentaram alteracfes
(Figura 17).
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Figura 17. Microscopia Eletrbnica de Varredura de Strongyloides venezuelensis
expostos a SEDDS 19, SEDDS 19 vazia (sem o farmaco), controle do meio de cultura
e ivermectina livre. As setas vermelhas apontam as alteragcbes mais severas na

cuticula do parasito.

Conforme ja comentado no ensaio in vitro, é possivel que essas alteracfes
tenham sido causadas pela ingestdo da ivermectina, uma vez que a cuticula do
parasita apresenta grande resisténcia, tendo sido observado no ensaio in vitro
regurgitacdo pelos parasitos expostos a SEDDS. Holden-Dye e Walker (2007)
discutem que em parasitos com a cuticula espessa € mais provavel que o farmaco
ndo atravesse essa barreira, e os efeitos observados sejam devido a ingestao. Outra
possibilidade é a adesdo dos tensoativos a cuticula do parasita, levando a um
desgaste da mesma. Esta possibilidade € suportada pela presenca de lesdes nos
grupos apenas exposto aos tensoativos e poderia também explicar a reducédo de

motilidade nos grupos tratados com os tensoativos de SEDDS 2.

5.5.3 Avaliacdo dos SEDDS in vivo

Com o ensaio in vivo foi possivel inferir a infeccdo a partir da contagem de
namero de ovos por grama (OPG), onde foi observado no controle (camundongos
infectados e nédo tratados) que o pico de infeccdo ocorreu no 7° dia com uma reducao

gradual da quantidade de ovos encontrados nas fezes até o 12° dia (Tabela 9).

Nos animais tratados com SEDDS 2, na concentracdo de ivermectina de 01,
mg/kg, apresentaram uma reducao significativa no nimero de ovos nas fezes, quando
comparados com o grupo néo tratado (p<0,05, Two-way ANOVA), ndo mostrando
diferenca com o grupo tratado com o dobro da concentracdo (0,2 mg/kg) de
ivermectina (Figura 18; Tabela 9). A partir do oitavo dia, é possivel observar uma
reducdo maior no numero de ovos por grama de fezes em relacdo ao controle
farmacoldgico. Também se observa uma reducao de ovos por grama de fezes nos
animais tratados com as particulas de SEDDS 2 sem o farmaco (vazia). E possivel,
portanto, que a agao dos tensoativos que compdem esse SEDDS afetem de alguma

maneira a presenca dos parasitos. Hills (1988) descreve que tensoativos podem
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causar alteracdo de permeabilidade de membranas bioldégicas como a do intestino,
sitio onde se encontram os parasitos deste estudo. Portanto, essa alteracdo pode ter
afetado a aderéncia destes a mucosa, uma vez que foram observados parasitas

adultos nas fezes durante o periodo de experimento.

Em camundongos tratados com o SEDDS 19 foi possivel observar uma
reducado significativa (P<0,05, Two-way ANOVA) dos valores de OPG, a partir do

quinto dia eliminando a infec¢éo até ao nono dia (Figura 19, Tabela 9).

Devido a possivel interacdo do co-tensoativo de SEDDS 19 (Renex PEG 400)
com a mucosa intestinal, foi realizado um ensaio in vivo com oS componentes de
SEDDS 19 sem o co-tensoativo (apenas a ivermectina solubilizada em Labrafac
Lipophile e Gelucire 48/16), onde os resultados obtidos sugerem que a presenca do
PEG altere a mucosa intestinal a ponto de ser fator determinante para permitir a
liberacdo do farmaco ao sitio de absorcéo (Figura 19). Kim et al. (2000) sugere que a
presenca de polietileno glicol (PEG) em uma particula aumente a liberacéo do farmaco
devido a sua propriedade formacdo de poros nas particulas. Canevari et al. (2009)
relata a importancia do PEG na entrega especifica no célon e sua capacidade de
mucoades&o. E necessario também considerar que a auséncia desse co-tensoativo
certamente alterou a estabilidade da formulacéo, j& ndo sendo considerada portanto
um SEDDS.
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Figura 18. Contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de Strongyloides venezuelensis submetidos ao tratamento com SEDDS 2

ao longo de 13 dias (n=5 e desvio padrao)
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Figura 19. Contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de Strongyloides venezuelensis submetidos ao tratamento com SEDDS 19

ao longo de 13 dias (n=10).
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Tabela 9 — Média do niumero de ovos por gramas de fezes (SE- erro padréo), eliminados pelos camundongos dos diferentes
grupos experimentais. 2 Possui diferenca estatisticamente significativa (p<0,05, Two-way ANOVA) comparado com 0 grupo sem
tratamento; ® Possui diferenca estatisticamente significativa (p<0,05, Two-way ANOVA) comparado com o grupo tratado com
ivermectina (controlo farmacolégico); ' Grupo tratado com SEDDS 2 e o grupo tratado com SEDDS 19 possuem diferenca

estatisticamente significativa entre si (p<0,05, Two-way ANOVA)

Dias Sem tratamento Ivermectina SEDDS 2 SEDD.S 2 SEDDS 19 SEDD.S 19 SEDDS 19 SEDDS 19 .
vazia vazia sem PEG sem PEG- vazia
Média SE Média SE Média SE Média SE Média SE Média SE Média SE Média SE
5 1249 138 632a 102 375a 76 555a 33 172ab 8 875 107 175ab 19 265a 17

6 7660 565 1770a 322 205021 75 2015a 212 87ab1 12 8252b 103 23752b 167 526520 254

7 8070 562 2990a 284  2865&! 93 3310a 254 523ab.1 9 5753b 33 35302b 110 88002P 356

8 3110 233 2120a 239 660201 54 9702b 144 253b.1 5 48025 48 8302b 38 2875b 302

9 900 76 355a 27 82.5a 19 305a 35 Oa 0 160a 16 580 23 660 34
10 705 53 270 21 17.5a 5 175a 13 Oa 0 140a 12 135a 15 315 28
11 445 51 150 18 Oa 0 80 11 Oa 0 90 15 Oa 0 75 11
12 165 27 50 13 0 0 35 13 0 0 60 15 0 0 0 0

13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Quando analisados de maneira isolada os resultados do OPG de SEDDS 2 e
19 em comparacédo com os controles (farmacolégicos e sem tratamento), é possivel
observar que tanto o SEDDS 2 quanto o SEDDS 19 apresentaram atividade relevante
na eliminacao da infeccéo (Figura 20), no entanto, quando comparadas as atividades
observadas pelo numero de ovos por grama de fezes (OPG) de SEDDS 2 e SEDDS
19, fica evidente os excelentes resultados encontrados nos animais tratados com o
SEDDS 19, onde o numero de ovos encontrados no 7° dia foi significativamente
inferior ao dos animais tratados com SEDDS 2.Também é importante evidenciar que
o pico de infeccdo de animais tratados com SEDDS 19 ocorreu no 5° dia,
contrariamente a todos os restantes grupos podendo este fendmeno ser explicado

pela cinética de libertagdo do farmaco (Figura 20).

Tempo de Infecgéo x OPG - SEDDS 2 e 19

3500
3000
2500
2000

1500

Ovos por grama

1000

500

5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tempo (dias)
—6— SEDDS 2 —&— SEDDS 19

Figura 20. Comparacao de quantidade de ovos por grama de fezes em camundongos
tratados com SEDDS 2 e SEDDS 19 em relacdo ao tempo de infec¢ao (dias). N=10 e

desvio padréo.

A cinética de liberacdo da ivermectina presente no SEDDS 2, quando
comparada com o ensaio de ovos por grama de fezes (in vivo), evidencia o tempo em

gue o principio ativo das particulas tem seu efeito sobre os parasitos, onde no sétimo
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dia de infeccdo (quarto dia de tratamento), apos a liberacdo de grande parte da
ivermectina (90%), h4 uma reducado drastica no niumero de ovos por grama nos dias

subsequentes até o décimo dia, ultimo dia com ovos presentes nas fezes (Figura 21).

Utilizando o teste de correlacdo ndo paramétrico de Spearman, foi encontrada
uma correlagdo forte entre a liberacdo de SEDDS 19 e o numero de ovos liberados
pelos camundongos tratados com SEDDS 19 (r = -0.9856, p-value=0.0056), onde o
namero de ovos diminuiu com o0 aumento da liberagcdo. Com o intuito de confirmar se
a diminuicdo de ovos estaria relacionada com a liberagdo e ndo com o decréscimo
natural de OPG, o teste de correlagdo foi também realizado entre a percentagem de
liberacdo e o grupo sem tratamento (r = -0.6, p-value=0.2417) e entre a percentagem
de liberacdo e o grupo tratado com Ivermectina (r = -0.4857, p-value=0.3556), néo

tendo sido encontrada correlagéo.

N&o foi encontrada correlacéo entre a liberacdo de SEDDS 2 e OPG.
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Figura 21. Cinética de liberacao da ivermectina em SEDDS 2 em relacdo ao tempo de

infeccéo (dias), sobreposto aos valores de ovos por grama do ensaio in vivo.

E possivel, no caso dessa particula (SEDDS 19), que a mucoadesio foi
bastante eficiente e logo no inicio da liberacdo do farmaco pelas particulas, este foi

rapidamente absorvido e ocasionou sua agao sobre os parasitos.
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Entre os animais tratados com o SEDDS 19, com o inicio da liberacdo da
ivermectina nas particulas no terceiro dia de tratamento (sexto dia de infec¢éo), ja foi
possivel observar uma reducédo acentuada do numero de ovos por grama, sendo que
quando a maior parte da ivermectina € liberada (oitavo dia de infeccao,
correspondente ao quinto dia de tratamento) a infeccdo é provavelmente eliminada,
pois nao foram encontrados ovos dos parasitos nas fezes (Figura 22). Esse resultado
aponta o SEDDS 19 como a melhor formulacéo avaliada neste trabalho, uma vez que
logo no inicio da liberacdo da ivermectina ja ha uma reducédo drastica no nimero de

0VOS por grama.
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Figura 22. Cinética de liberacdo da ivermectina em SEDDS 19 em relacédo ao tempo

de infec¢ao (dias), sobreposto aos valores de ovos por grama do ensaio in vivo.

Ao final do experimento n&o foram encontrados parasitos vivos no intestino dos
camundongos tratados, no entanto é importante ressaltar que foram encontradas
fémeas nas fezes dos camundongos tratados com SEDDS 2 e SEDDS 19 desde o 6°.
dia de infecgéo, indicando que ndo s6 houve uma diminui¢cdo da producao de ovos,
mas ocorreu morte dos parasitas. Nos controles também foram encontradas fémeas
durante o experimento de pesquisa de ovos nas fezes, porém apenas a partir do 10°.

dia.
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6 Conclusao

As duas formulacfes de SEDDS avaliadas, (Peceol, Brij CS12 e Transcutol HP;
Labrafac Lipophile, Gelucire 48/16 e Renex PEG 400) apresentaram boa estabilidade
e polidispersidade, inclusive quando submetidas a alteracdes enziméaticas e de pH.

Na composicdo das particulas, os tensoativos mostraram-se de grande
importadncia na atividade das particulas, uma vez que auxiliam ndo apenas na
estabilidade da particula, mas também na mucoadesdo destas. Como esses
tensoativos utilizados promovem alteracdes temporarias na permeabilidade da
mucosa intestinal, é possivel que este fendbmeno também tenha colaborado com a

biodisponibilidade da ivermectina.

O diametro médio das particulas formadas nas formulacbes SEDDS 2 e
SEDDS 19 sugere uma maior interacdo com a superficie de contato do sitio de
absorcao. Os indices de polidispersidade foram aceitaveis para formula¢des orais e 0
potencial zeta de ambas as particulas indicando estabilidade moderada, apresentando
valores de -12,4mV (SEDDS 2) e -11,1 mV (SEDDS 19).

No ensaio de liberacéo, a ivermectina foi liberada em maior quantidade a partir
do terceiro dia, e liberando todo o farmaco no quinto dia, evidenciando uma liberacéo
controlada (lenta) tanto no SEDDS 2 quanto no SEDDS 19.

As formulacdo SEDDS 2 e SEDDS 19 apresentaram resultados bastante
superiores ao controle farmacoldgico, tanto nos ensaios in vitro quanto in vivo. Os
resultados dos tratamentos in vivo apresentaram uma melhor atividade (SEDDS 19
em particular) mesmo com a concentragao de farmaco sendo 50% menor do que a do
farmaco livre, indicando a possibilidade ndo sé de melhorar a eficacia de tratamento,
mas também reduzir a dosagem de farmaco e consequentemente reduzindo a

possibilidade e intensidade de efeitos colaterais secundarios.
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8 Anexos
8.1. Certificado CEUA/Unicamp 4400-1

WGANT AN

CERTIFICADO

mm regmrada com o n° m sob a responsabmdade de W
Allegretti e . que envolve a produgao, manutengao ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo
com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela
Comissédo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em

nov d 16
[ Finalidade: 7 771( )Ensino (X ) anulu Clentifica
'vsgoncia do projeto: [ 1an12016-01/0612017 ML
TVlgél‘\Cll da autorizagdo para manipulagao 22/11/2016-01/06/2017 o o

animal:

' Espécie / linhagem/ raca: “Camundongo isogénico Balb/cAnUnib

" No. de animais: 45
' Peso / Idade: 21 dias / 20g -
Sexo: féemeas T a

' Espécie / linhagem/ raga: "Rato heterogénico / HanUnib: WH (Whur)

" No. de animais: ' 10
Peso / Idade: 21 dias / 150g —
Sexo: e ———
 Origem: CEMIB/UNICAMP e

i — NS——

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagao prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CiBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratorios da Universidade Estadual de Campinas

Campinas, 03 de novembro de 2016

/

{

:%‘« UL ,/‘/ i

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud
Presidente

\ \_\ \,\"

Fatima Alonso &)
Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
cpéoommmmtodesuavig.ncla O formulério encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, drea do
d avel. A ndo apresentagdo de relatério no prazo estabelecido impediré que novos profocolos

4 L

sejam submetidos.



8.2. Certificado CEUA/Unicamp 4400-1(A

N2

SNy '

unigaMe - 4_'
CRUANMOCLAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta Intitulada Desenvolvimento de um Self-Emulsifying Drug Dslivery System
SEDDS) para carreamento da_ivermectina e avaliagio d eficiéncia_contra Stro

venezuelensls, registrada com o n° 4400-1(A)/2017, scb a responsabilidade de Profa. Dra. Silmara
Marques Allegretti e Cesar Corat Ribeiro Prado, que envolve a produgio, manutengo ou utilizac2o de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N® 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008 gue
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.399, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Campinas - CEUAJ/UNICAMP, em 14 de junho de 2017.

[ Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

?LVigéncia do projeto: 10/05/2017-10/10/2017

"Vigéncia da autorizagao para manipulagdo 14/06/2017-10/10/2017

| animal:

| Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isugénico / Balb/c Unib o |
No. de animais: 66 !
Peso | Idade: 21 dias / 20g 1
Sexo: Fémeas r
Origem: CEMIB/UNICAMP |

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP ndo dispensa autorizagdo prévia junto ao IBAMA, SISBIO cu CiBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 14 de junho de 2017.

\
\

/

.lu AAA AL lA .\'\ \L‘\k‘ v !
\
Profa Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatdrio final de atividades referente a este protocolo: até 30 dlas
apés o encerramento de sua vigéncia. O formulario encontra-se disponivel na pigina da CEUA/UNICAMP, &rea do
pesquisador responsével. A ndo apresentagio de relatério no prazo estabelecido impedird que novas protocolos
sejam submetidos.




8.3. Declaracédo de direitos autorais

Declaragho

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, & publicados ou submetidos
para publicagho em revistas cientificas ou snais de congressos sujeitos a arbitragem, que
constam da minha Dissertacéo/Tese de Mestrado/Doutorado, intituleda Desenvolvimento
de um self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) pars carreamento da
ivermectina e avaliagho da sus atividade sobre Strongyloides venezueiensis, nbo
infringem os dispositivos da Lel n.* 9.810/98, nem o direito autorsl de quaiquer editora,

Campinas, 11 de dezembro de 2019
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