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A Idebenona (IDB) é um farmaco antioxidante, analogo da coenzima Q10 que inibe a
peroxidacéo lipidica, protegendo assim as células e a membrana mitocondrial do dano
oxidativo. A IDB tem caracteristicas lipofilicas e apresenta efeito irritante na pele,
sendo um candidato potencial para a incorporacdo em sistema de liberagédo
modificada, que preserve a atividade do farmaco, protegendo-o de degradagao e
diminuindo seus efeitos toxicos. Dentre os polimeros de interesse na formacgédo de
nanoparticulas destacam-se a quitosana (QTS) e seu derivado hidrodispersivel a N-
carboximetilquitosana (N-CMQ). O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar
nanoparticulas de quitosana e N-carboximetilquitosana contendo o antioxidante IDB.
A N-CMQ foi obtida a partir de QTS comercial previamente purificada, utilizando dois
processos, 0 método A, com secagem por spray dryer e 0 método B, com precipitacdo
do derivado em seu ponto isoelétrico e secagem em temperatura ambiente (25 °C),
sendo caracterizada por: FTIR, grau de carboximetilacdo e biocompatibilidade em
células L 929, com MTT e Vermelho Neutro como marcadores de viabilidade. A QTS
e a N-CMQ (B) foram utillizadas na obtencdo de nanoparticulas, secas por spray
dryer. Foram testados varios niveis de concentracdo do farmaco, caracterizando as
nanoparticulas obtidas por espalhamento de luz (LS) dindmico, Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), rendimento e teor de IDB incorporada. Foi desenvolvido e
validado um método analitico por CLAE para quantificacdo do farmaco nos sistemas.
Foi analisada a dissolugao da IDB isolada, N-CMQ 14 e QTS 15, utilizando membrana
de dialise de 50 kDa e Tween® 80 a 5% (v/v) como meio, em shaker a 100 rpm e 37
°C, por 24 h. Foi realizado um estudo de estabilidade das nanoparticulas,
armazenando-as a 40 °C e 75% de umidade relativa por 60 dias com monitoramento
da atividade antioxidante dos sistemas utilizando o método de radical ABTS*. A
reatividade da IDB frente as células L929 foi comparada com a das nanoparticulas
utilizadas no estudo de estabilidade. A sintese da N-CMQ (A) resultou na co-secagem
dos agentes da reacao e, embora tenha se mostrado biocompativel e com eficiente
derivatizacdo, nao foi utilizada devido a falta de homogeneidade e pureza do
derivado. A sintese da N-CMQ (B) foi confirmada por FTIR e apresentou grau de
carboximetilagdo de 10,3% com rendimento de 43,4%. A metodologia analitica por
CLAE desenvolvida, usando coluna analitica C+g, fase mével metanol:agua 80:20,
com deteccdo em 279 nm foi validada com sucesso segundo critérios oficiais e
mostrou-se indicativa da estabilidade do farmaco. Foram obtidas 15 diferentes
formulacées com QTS e com N-CMQ, cujo rendimento variou de 19,5 - 50,6%, para a
QTS e 12,8-47,7% para a N-CMQ, com eficiéncia de incorporagcédo de 43-100%, para
a QTS e 41-103% para a N-CMQ, mostrando um aumento da eficiéncia da



incorporacdo nas menores concentragbes de farmaco utilizadas. Os sistemas
apresentaram polidispersdo com particulas de diametro nanométrico e micrométricos.
A analise por MEV revelou particulas esféricas, sendo que as formulacdées com menor
proporcdo de IDB (31,2 mg) apresentaram melhor revestimento dos cristais do
farmaco em relacao as formulagdes com maior quantidade de IDB. A QTS e a N-CMQ
retardaram a liberacao do farmaco (72% de IDB livre, 43% na N-CMQ e 35% na QTS,
em 14 h). Ambos os polimeros promoveram maior estabilidade da IDB, a qual sofreu
60% de degradacao, apds 45 dias, na forma nao incorporada, em comparagao com a
queda de apenas 6% para a N-CMQ e QTS. As nanoparticulas preservaram a
atividade antioxidante da IDB incorporada, a qual teve uma queda de cerca de 3%,
aproximadamente 40% para o farmaco isolado, apdés o estudo de estabilidade.
Finalmente, ambos os polimeros foram capazes de diminuir a reatividade da IDB
frente a células L929, contribuindo para uma irritacdo menor do farmaco em mucosas.
Portanto, foram obtidos com sucesso sistemas nanoparticulados de IDB, para futura
incorporacdo em formas farmacéuticas.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Quitosana, N-Carboximetilquitosana, Idebenona,
Estabilidade, Atividade Antioxidante, Reatividade Celular.
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Idebenone (IDB) is an antioxidant drug, coenzyme Q10 analog, which inhibits lipid
peroxidation, thus protecting the cells and the mitochondrial membrane from oxidative
damage. The IDB has lipophilic characteristics and causes irritation in the skin, being a
potential candidate for incorporation in a modified release system, which preserves the
activity of the drug, protecting it from degradation and reducing its toxic effects. Among
the polymers of interest in the formation of nanoparticles are chitosan (QTS) and its
water-dispersive derivative, N-carboxymethylchitosan (N-CMQ). The objective of this
work is to obtain IDB nanoparticles, using a feasible technique that could be scaled up.
The N-CMQ was obtained from previously purified commercial QTS, and was
characterized by FTIR, degree of carboxymethylation and biocompatibility in the L929
cells, with MTT and Neutral Red as a marker of viability. The QTS and N-CMQ were
used obtain IDB nanoparticles by spray drying. The nanoparticles obtained were
analyzed by dynamic light scattering (LS), Electron Microscopy Scanning (EMS), yield,
and incorporated IDB content. An analytical method was developed and validated by
HPLC, to quantify the drug in the systems. The in vitro drug delivery was analyzed
using the dialysis membrane of 50 kDa and Tween 80° at 5% (v/v) as a dissolution
medium, on a shaker, at 100 rpm and 37°C, for 24 h. A stability study of the
nanoparticles was carried out, storing them at 40°C and 75% relative humidity for 45
days, with monitoring of the antioxidant activity of the systems by the radical ABTS *
method. The reactivity of the IDB to the L929 cells was compared with that of the
nanoparticles. N-CMQ synthesis was confirmed by FTIR, showing a degree of
carboxymethylation of 10.3%, with a yield of 43.4%. The analytical methodology
developed by HPLC, using a C18 analytical column, mobile phase methanol: water
80:20, with detection at 279 nm, was successfully validated according to official
criteria, and proved to be indicative of drug stability. Fifteen different formulations were
obtained with QTS and N-CMQ, with yields ranging from 19.5 to 50.6% for QTS, and
12.8 to 47.7% for N-CMQ, and incorporation efficiency (IE) of 43 to 100 % for QTS and
41 to 103% for N-CMQ, showing an increase in IE at lower drug concentrations. The
systems showed polydispersion with nanometric and micrometric particles. The
analysis by SEM revealed spherical particles, and the formulations with 31.2 mg of
IDB showed better coating of the crystals of the drug. The QTS and N-CMQ delayed
the dissolution of the drug. Both polymers promoted greater stability of the IDB, which
suffered 60% degradation after 45 days, in the free form, compared with a decrease of
only 6% for the N-CMQ and QTS nanoparticles. Both polymer systems preserved the



antioxidant activity of the incorporated IDB, which showed a 40% decrease in the free
form at the end of the stability study, compared with only 3% in the nanopatrticles.
Finally, both polymers were capable of reducing the reactivity of the IDB in the L 929
cells, contributing to reducing the irritation caused by the drug in the mucous
membranes. Thus, IDB nanoparticles were successfully obtained, for future
incorporation into pharmaceutical dosage forms.

Keywords: Nanoparticles, Chitosan, N-Carboximetilquitosana, Idebenone, Stability,
Antioxidant Activity, Cell Reactivity.
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1 INTRODUCAO

Radicais livres sdo moléculas altamente reativas e, quimicamente, séo
espécies que contém elétrons desemparelhados, os quais podem ocasionar dano
oxidativo em tecidos e, mais especificamente, em lipidios, proteinas (incluindo
enzimas), carboidratos e DNA celulares. Por isso, a diferenca entre o balanco de
agentes oxidante e antioxidantes, a favor dos oxidantes, é potencialmente perigoso
(VENKAT RATNAM et al., 2006), pois os radicais livres (potentes oxidantes) tém
relevancia sobre: cancer (MCDANIEL et al., 2005a; VENKAT RATNAM et al., 2006),
diabetes, doencas cardiovasculares, doengcas auto-imunes, desordens
envelhecimento, neurodegenerativas, e outras (VENKAT RATNAM et al.,, 2006;
PIGNATELO; ITRAVAIA; PUGLISSI, 2006). Nos ultimos anos, os antioxidantes
ganharam grande importancia devido ao seu potencial profilatico e terapéutico para
estas doencas (VENKAT RATNAM et al., 2006). Entre os farmacos antioxidantes
atualmente utilizados com sucesso esta a Idebenona (IDB), um andlogo da coenzima
10, a qual inibe a peroxidacéao lipidica, protegendo assim as células e a membrana
mitocondrial do dano oxidativo (MCDANIEL et al., 2005a; VENKAT RATNAM et al.,
2006).

O marketing em torno dos antioxidantes, com a comprovada influéncia dos
radicais livres em doencgas cronicas, autoimunes e degenerativas (mal de Parkinson e
de Alzheimer), foi muito rapido e logo a industria farmacéutica passou a utilizar
antioxidantes e seus analogos em cosméticos (BUCHALLA, 2006). Como cosméticos
para uso tépico, os antioxidantes otimizam a capacidade antioxidante das células da
derme (MCDANIEL et al., 2005a; VENKAT RATNAM et al., 2006). Os antioxidantes,
para uso topico, revelam ainda, um eficiente caminho para um sistema de protecéo
cutadneo e podem representar uma estratégia para a diminuicao do dano causado pela
radiacao ultra-violeta e pelo estresse oxidativo. O uso tépico ainda possibilita diminuir
a toxicidade sistémica e ao mesmo tempo, restringe o efeito terapéutico em um tecido
especifico (CASAGRANDE et al., 2006). A IDB e a Coenzima Q10, sdo pouco
absorvidas por via oral (VENKAT RATNAM et al., 2006), o que oportuniza seu uso
tépico para atingir diferentes camadas da pele ou a absorcao sistémica.
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Razdes como a baixa solubilidade e a fotosensibilidade de certos antioxidantes,
como a Coenzima Q10, precursora da IDB (PULEO et al., 2004; VENKAT RATNAM et
al., 2006), justificam a busca por sistema de liberacdo modificada (MUHRER et al.,
2005) contendo este antioxidante. Tal sistema deve facilitar a veiculagao do farmaco
em meio aquoso, promover maior absor¢do ou passagem através de barreiras
fisioldgicas e, também, proporcionar condigdes para a manutencao da estabilidade do
mesmo, na formulacdo e no meio fisiolégico. Estes sistemas apresentam grande
impacto na terapéutica, significando um aumento na absorcdo e seguranca, pela
reducao da toxicidade de medicamentos ou de cosméticos (VENKAT RATNAM et al.,
2006). Neste sentido, a nanotecnologia é uma ferramenta que pode propiciar maior
protecao ao famaco, alterar a sua liberacéo, além de direciona-lo a sitios alvos.

Felicio et al. (2007) obtiveram nanopartidulas com derivados da quitosana,
como a N-carboximetilquitosana (N-CMQ) e N-CMQ acetilada. As modificagdes na
estrutura foram identificadas por ressonancia magnética de *C (RMN '3C), a
espectofotometria de absorc¢do no infravermelho com transformada de Fourrie (FTIR)
e a formagao de centros hidrofobicos foi detectada usando fluorescéncia e sonda de
pireno. Os derivados, especialmente a N-CMQ acetilada, apresentaram forma
globular, que foi confirmada por espalhamento de luz estdtico e dindmico e
microscocopia de forgca atdmica, indicando conformacao nanoparticulada e com
capacidade de incorporar camptotecina, aumentando a sua solubilidade.

A incorporacao de IDB em nanoparticulas de quitosana e derivados, de forma
reprodutivel e consistente, em aumento de escala, utilizando técnicas de secagem e
obtencdo das nanoparticulas que produzam um material adequado ao uso industrial,
possibilita a incorporagdo de tais sistemas em diferentes formas farmacéuticas. A
veiculacdo em formas soélidas orais ou injetaveis ou ainda de uso tépico representa
um potencial interessante para o desdobramento desta linha de pesquisa. No
segundo caso, pode permitir uma maior penetracdo do farmaco através da pele,
viabilizando uma via de aplicagdo cutdnea do farmaco, utilizando um excipiente
nacional, obtido a partir de um rejeito industrial da atividade pesqueira, como é o caso
dos derivados da quitina e quitosana. Portanto, a QTS e a N-CMQ representam
grande potencial na incorporacdo de farmacos lipossoluveis, como a IDB. Este
trabalho pretende desenvolver nanoparticulas contendo IDB, por meio de processos

que possam ser escalonaveis, como o uso do spray-dryer e analisar as caracteristicas
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fisicas e quimicas dos sistemas, a estabilidade, a liberagcdo do farmaco incorporado,

atividade antioxidante e o potencial irritante em mucosas.



2 OBJETIVOS

suprimido
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3 EMBASAMENTO TEORICO

3.1 Radicais Livres

Exceto para os organismos anaerdbios, o oxigénio é vital para todos os
sistemas vivos. Entretanto, o paradoxo da via aerdbica é que os danos oxidativos
ocorrem em sitios biolégicos chaves, comprometendo sua estrutura e funcgao
(VENKAT RATNAM et al., 2006).

As células vivas presentes em uma atmosfera rica em oxigénio estdo
constantemente expostas aos possiveis danos causados por espécies reativas de
oxigénio (ERO). ERO é um termo bastante amplo que abrange ndo somente radicais
de oxigénio como radical hidroxila ((OH), éxido nitrico (NO’) e superédxido (O2), mas
também derivados do oxigénio, que n&o sdo radicais, como perdxido de hidrogénio
(H202), acido hipocloroso (HOCI) e ozénio (O3) (BERRA; MENCK; MASCIO, 2006).
Portanto, os radicais livres sdo moléculas altamente reativas ou espécies quimicas
contendo elétrons desemparelhados que causam estresse oxidativo (VENKAT
RATNAM et al., 2006; WU et al., 2007).

ERO podem ser originadas tanto exégena quanto endogenamente. As fontes
exégenas de ERO incluem luz ultravioleta (UV), principalmente, nos comprimentos de
onda maiores que 280 nm — UVA e UVB, radiacdo ionizante e agentes quimicos
(MCDANIEL et al.,, 2005a). J& as ERO formadas intracelularmente podem ser
originadas como consequéncia do préprio metabolismo celular, uma vez que elétrons
provenientes da cadeia de transportes de elétrons, localizada na mitocondria, podem
interagir com varias moléculas intracelulares; ERO s&o também produzidas durante
processos patolégicos, como, por exemplo, 0 que ocorre em uma resposta
inflamatéria celular (BERRA; MENCK; MASCIO, 2006).

A pele esta constantemente exposta a estes diversos agentes oxidantes e
portanto, formadoras de ERO, como a radiagdo UV, poluentes no ar, além disto, no
mundo moderno as pessoas estdo expostas a diversas toxinas, que podem ser
potentes oxidantes (MCDANIEL et al., 2005a). Portanto, para poder se defender
destes agentes danosos, a pele desenvolveu algumas enzimas que removem

cataliticamente radicais e espécies reativas, como, por exemplo, as enzimas
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superoxido dismutase (ESO), glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalases;
proteinas que diminuem a disponibilidade de pré-oxidantes, tais como ions ferro e
ions cobre, como por exemplo, as transferrinas, ferritinas, metalotioneinas e
haptoglobinas; proteinas que protegem processos celulares contra danos oxidativos
através de outros mecanismos ndo enzimaticos, como por exemplo, as proteinas de
estresse; moléculas de baixo massa molecular que possuem a capacidade de captar
ERO via auto-oxidacao, como por exemplo, glutationa e aquelas que possuem grupo
tiol, ou vitaminas como a-tocoferol, acido ascérbico e p-caroteno (BERRA; MENCK;
MASCIO, 2006).

As consequéncias do estresse oxidativo podem desencadear doencas graves
como Alzheimer, diabetes e até mesmo o cancer, conforme Quadro 1, e, se nenhuma
inativar

forma endogena ou exdgena conseguir seus efeitos danosos,

consequéncias podem ser graves (VENKAT RATNAM et al., 2006).

as

Quadro 1: Papel dos radicais livres em varias doengas.

Patologias

Papel dos radicais livres na fisiopatologia de doencas

Aterosclerose

Disfuncao endotelial mediada por superoxido, ativacéo de
macrdéfagos.

Infarte do Miocardio

Culmina com injuria isquémica por reperfusdo e necrose
e/ou apoptose de midcitos

Hipertenséo

Proliferacdo de células do musculo liso vascular mediada
por ROS, oxidacao via NADH/NADPH oxidase e disfungéo
endotelial

Diabetes

ERO acelera a formacao de produtos finais de glicosilacdo
avancada; disfuncao endotelial mediada por superéxido

Envelhecimento

Dano celular e anormalidades metabdlicas

Cancer

ERO causa mutacdes genéticas (modificacées nas bases
piridina e purina) e modificagdes pos-traducionais levando
a interrupcao de processos celulares

Doenca de Parkinson

ERO media disfuncdes mitocondriais

Mal de Alzheimer

Formacao de produtos finais de glicosilacao avancada e
peptideos amildides; ERO media neurotoxicidade das
células do hipocampo e de membranas sinoptossomais

Desordens auto-imunes

ERO media a inflamacgéao e destruicao tecidual

Degeneracao macular
mediada pela idade

Reacdes fotoquimicas em ambientes ricos em oxigénio do
lado externo da retina levam a liberacdo de agentes
citotéxicos (ERO)

Fonte: VENKAT RATNAM et al. (2006).

Outro transtorno relacionado aos radicais livres, especialmente as espécies de

oxigénio, se deve a descoberta da sua acdo sobre o envelhecimento celular
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(GETOFF, 2007). Os radicais livres agem sobre as células, alterando as
caracteristicas moleculares de suas membranas. Normalmente, as células alteradas
seriam eliminadas pelo sistema imunolégico do organismo. No entanto, quando a
quantidade de células alteradas € aumentada pelo excesso de radicais livres e
quando, devido ao envelhecimento cronolégico do organismo, ha diminuicdo das
atividades do sistema imunol6gico, o organismo nao consegue eliminar as células
alteradas. Assim, algumas dessas células sobrevivem e comegam a funcionar de
maneira inadequada, alterando a fisiologia do tecido, do 6rgao e de todo o organismo.
Como essas células podem apresentar alteracbes genéticas, multiplicam-se
desordenadamente, propiciando o aparecimento de tumores, doencas pulmonares,
cataratas, entre outras (ALVES et al., 2005).

Apesar destes aspectos prejudiciais os radicais livres sdo importantes para a
defesa do organismo contra agentes estranhos, auxiliam a atividade dos neutrofilos e
macréfagos, ja que apresentam uma atividade bactericida pela degradacao oxidativa
dos lipideos, proteinas e DNA microbianos (ALVES et al., 2005).

3.2 Antioxidantes

Devido aos inumeros danos causados por ERO e a oxidacao, se faz necessario
0 uso de um grupo de moléculas capazes de neutralizar e anular estes danos. Este
grupo de moléculas, que trata diversas doencas, denomina-se antioxidantes.

Os antioxidantes sao moléculas que previnem o efeito danoso dos radicais
livres contrapondo a sua acdo. Eles podem reduzir significativamente o efeito dos
oxidantes por que destréem os radicais antes que estes possam reagir com seus
alvos bioldgicos, prevenindo reagdes e a ativagao do oxigénio em produtos altamente
reativos (VENKAT RATNAM et al., 2006). Mesmo presente em baixas concentracoes,
quando comparada a do substrato oxidavel, os antioxidantes atrasam ou anulam a
oxidacao deste substrato (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A importancia no desempenho dos antioxidantes in vivo depende de fatores
como: tipos de radicais livres formados; onde e como sédo gerados esses radicais;
analise e métodos para a identificacdo dos danos e doses ideais para obter protecao
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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Os antioxidantes podem ser classificados em dois grandes grupos, 0s
enzimaticos e os nao enzimaticos (VENKAT RATNAM et al., 2006; BIANCHI;
ANTUNES, 1999). A quadro 2 demostra alguns antioxidantes e sua classificagao.
Muitos dos antioxidantes descritos no quadro 2, tém sua produgdo endogenamente,
isto incluem enzimas, moléculas de pequeno massa molecular e os cofatores
enzimaticos. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, muitos provém da dieta como as
vitaminas, carotendides, minerais e os polifendis, que sao a maior classe (VENKAT
RATNAM et al., 2006).

Quadro 2: Classificagdo dos Antioxidantes

Nao-Enzimaticos

Vitaminas a-tocoferol, acido ascorbico

Minerais zinco, selénio

Carotendides B—caroteno, licopeno, luteina,
zeaxantina

Compostos organossulforados | alho, indois

Antioxidantes de pequena glutationa e &cido urico

massa molecular

Cofatores enzimaticos CoEnzima Q10

Polifendis flavonoides, acidos fendlicos

Enzimaticos

Enzimas primarias Superoxidodismutase-SOD,
Catalase, Glutationa peroxidase

Enzimas secundarias glutationa redutase, glucose-6-
fosfato desidrogenase.

Fonte: VENKAT RATNAM et al. (2006).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos,
segundo Bianchi e Antunes (1999):

- O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a sua
formacao, principalmente, pela inibicdo das reagdes em cadeia com o ferro e o cobre.

- Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdégenas, impedindo o ataque sobre os lipideos,
0s aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as
bases do DNA, evitando a formacao de lesbes e perda da integridade celular. Os
antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavondides e

carotendides sao extremamente importantes na interceptacdo dos radicais livres.
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- Outro mecanismo de protecao é o reparo das lesées causadas pelos radicais.
Esse processo esta relacionado com a remocédo de danos da molécula de DNA e a
reconstituicdo das membranas celulares danificadas.

- Em algumas situagdes pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em
resposta a geracdo desses radicais com o aumento da sintese de enzimas
antioxidantes.

Normalmente, para a analise de compostos potencialmente antioxidantes, o
primeiro ensaio a ser realizado para confirmar o efeito antioxidante sdo experimentos
com sistemas oxidantes classicos. Para tanto, alguns parametros devem ser
monitorados durante o processo: (a) as concentragdes do ensaio devem ser
exatamente as mesmas concentracbes efetivas do composto in vivo, (b) a anélise
deve ser ampla em relacao a diversidade de espécies oxidantes e também moléculas
alvo (BARROS; BRIGAGAO; MATTEI, 2006). Ou seja, ndo existe um Gnico método
que consiga avaliar satisfatoriamente a atividade antioxidante de uma amostra visto
que o efeito antioxidante depende da técnica utilizada, do tipo e concentracdo dos
substratos e parametros metodoldgicos como a temperatura e o tempo de ensaio.

Devidos as variaveis dos testes de atividade antioxidante, faz-se necessario a
utilizagdo de agentes conhecidamente antioxidantes como controle positivo. Dentre os
antioxidantes utilizados como controle positivo pode-se citar o butil-hidroxianisol
(BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o Trolox® (um derivado hidrossoltivel do a-
tocoferol) e a quercetina (flavondide inibidor da cadeia radicalar da lipoperoxidacao)
(BARROS; BRIGAGAQO; MATTEI, 2006).

Ha muitos ensaios in vitro, que utilizam homegeneizado de figado ou a fracao
microssomal de ratos ou outros acidos graxos insaturados solubilizados em solvente
organico. Estes substratos sdo utilizados para avaliar os niveis de lipoperoxidagao
induzida por agentes oxidantes especificos em sistemas lipidicos. Estes ensaios sao
considerados de primeira linha e representa um importante parametro preliminar para
se estabelecer o potencial antioxidante (BARROS; BRIGAGAQO; MATTEI, 2006).

O ensaio de lipoperoxidagdo como teste in vitro, para avaliar a capacidade
antioxidante se baseia principalmente no malondialdeido (MDA) que é um
biomarcador para a avaliagdo da auto-oxidacédo da fragao lipidica. O MDA ao reagir
com o acido tiobarbitlrico forma um composto colorido que pode ser medido por
espectrotofometria simples no comprimento de onda de 535 nm (BARROS;
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BRIGAGAO; MATTEI, 2006). Quanto mais malodialdeido for formado, menos
antioxidante é o composto testado.

Bozin et al. (2008) utilizaram este mesmo ensaio para avaliar a atividade
antioxidante de extratos obtidos atravées do alho. Todos os extratos obtiveram
capacidade antioxidante entre 28,5% — 98,7%. Mc Daniels et al. (2005)a utilizaram
esta técnica para comparar o potencial antioxidante de diversas substancias. Para
tanto partiram de uma preparacdo microssomal. A Idebenona e o acido lipdico
apresentaram o melhor resultado neste teste, ou seja, houve maior protecado contra o
estresse oxidativo das membranas lipidicas das células.

Outra metodologia para a determinacao in vitro de compostos antioxidantes é
TRAP assay que utiliza o composto 2,2'-azo-bis (2-amidinopropano)-diidrocloreto
(AAPH) por possuir uma cinética de decomposi¢cao bem definida portanto, é explorada
para a geracao controlada de radicais peroxil (ROQO’). Estes tipos de radicais podem
ser detectados por quimioluminescéncia do luminol utilizando um luminémetro. O
tempo gasto para que uma concentracdo da amostra testada consiga extinguir a
emissao quimioluminescente é diretamente proporcional a capacidade antioxidante
total de interceptacdo de radicais (ROO) (BARROS; BRIGAGAO; MATTEI, 2006).
Esta metodolgia foi utilizada por Bozin et al. (2008) para avaliar a capacidade
antioxidante de extratos obtidos do alho. Estes autores utilizaram o DPPH ao invés do
AAPH, mas a base do ensaio € a mesma. Todos os extratos mostraram atividade
antioxidante.

Outra metodologia importante se baseia na geracdo in situ de radicais
anidnicos estaveis formados a partir da decomposi¢cao do composto (2,2 -azinobis- (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) ABTS?). Estes radicais sdo formados pela atividade
peroxidasica da meta-hemoglobina na presenca de H>O. ou pela acdo do AAPH ou
persulfato de sodio. Se o antioxidante em teste apresentar alguma atividade resulta
em um atraso mensuravel na formacao dos radicais oxidantes. Esta metodologia é
conhecida como TEAC e é quantificada por espectrofotdbmetro em 734 nm (BARROS;
BRIGAGAO; MATTEI, 2006) e foi utilizada por Tung et al. (2008) para avaliar os
efeitos antioxidantes de extratos de Acacia confusa bark. Todos os extratos obtiveram
efeitos antioxidantes. Este ensaio também foi utilizado por Fernandes-Orozco et al.
(2008) para avaliar a capacidade antioxidante durante a germinacao da Vigna raiata

cv. emmerald, Glycine max cv. juntro, Glycine max cv. merit. Foi utilizado o
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perssulfato de potassio para gerar os radicais livres. Para a Vigna raiata cv.
Emmerald, o valor de TEAC foi de 27 - 43,5%. Ja para a Glycine max cv. juntro foi de
37,3 - 41,3% e para a Glycine max cv. merit. Foi de 63,0 - 71,8%, 0 que mostrou que
esta ultima obteve uma melhor atividade antioxidante.

A ultima metodologia descrita relacionada com o potencial antioxidante é obtida
através da reacao redox de ions ferroso para ions férrico, utilizando radicais livres
para a reducdo. Para a quantificacdo, utiliza-se o tiocianato, que ao reagir com ions
férrico, forma um complexo que absorve em espectrofotbmetro no comprimento de
500 nm. Este teste denomina-se FRAP e foi utilizado por McDaniels et al. (2005)a
para comparar a atividade antioxidante de varias substancias (Idebenona, Acido
lipdico, Tocoferol, Acido Ascérbico, Quinetin e a Ubiquinona). Neste ensaio a Quinetin
e a ldebenona foram as substancias que mostraram melhor desempenho
antioxidante, seguido por tocoferol, ubiquinona, acido lipdico, acido ascorbico.

O FRAP, com algumas modificagcbes, também foi utilizado por Feng et al.
(2006) para identificar atividade antioxidante na quitosana N-Acetilada. A principal
modificagdo foi a substituicdo do tiocianato por uma solugcdo de ferrozine e a leitura,
em 562 nm. Wang, Hsu e Yin (2008) também utilizaram este mesmo principio para
avaliar extratos de glossy privet fruit quanto ao efeito antioxidante, mas ao invés do
tiocinato acrescentaram tetrametil murexide e quantificaram em 485 nm. O extrato
com a maior atividade antioxidante foi o que continha 50% de etanol como agente
extrator.

Enfim, muitos trabalhos cientificos enumerando novas substancias
antioxidantes introduzem alteragcées ou etapas adicionais no procedimento original
afim de adequar os métodos aos mais diversificados tipos de substancias. Portanto,
todas as técnicas mensionadas podem ser adaptadas e sao de baixo custo, de rapida
execucdo e grande reprodutibilidade (BARROS; BRIGAGAO; MATTEI, 2006).

3.3 Idebenona

A IDB é uma benzoquinona ou [2-(10-hidroxidecil)-5,6-dimetoxi-3-
metilbenzo1,4-quinona] cuja féormula molecular é C19H3,05, a massa molecular € de
338,44 e seu ponto de fusdo é 53 °C (BUDAVARI, 1996). E um analogo da Coenzima
Q10 cuja modificagao no sitio prenil da benzoquinona, tornou o derivado 100 vezes



21

mais efetivo como antioxidante do que a Coenzima Q10 (WIELAND et al., 2000). Sua

férmula estrutural esta demonstrada na figura 1.

0
HsCO OH

HsCO CHg
0

Figura 1: Férmula estrutural da Idebenona.
Fonte: Pignatello; Itravaia; Puglissi (2006).

A IDB é um p6 de cor alaranjada forte e é praticamente insoluvel em agua e
soluvel em solventes organicos (BUDAVARI, 1996; MARTIN et al., 2007). A IDB nao
causou mutagénese em bactérias e ratos e nao apresenta imunogenicidade em
roedores (GEROMEL et al., 2002). Nao é toxica em humanos (BARKWORTH et al.,
1985 apud WIELAND et al.,, 2000). Apds a administracdo oral, o pico maximo
sanguineo da IDB é alcancado ap6s 3 h e é eliminada sem acumulo com uma
biodisponibilidade de 60% (NAGAOKA, 1987).

Este farmaco tem uma potente acdo antioxidante gracas a inibicdo da
peroxidacao lipidica, pois facilita a convergéncia de elétrons no ciclo respiratério da
mitocdndria, protengendo assim, a célula do dano oxidativo, reduz o consumo de
oxigénio e estimula a formacao de ATP (MARTIN et al., 2007; PIGNATELLO;
ITRAVAIA; PUGLISSI, 2006).

Como aplicacao sistémica pode-se citar seu uso em doencas degenerativas
como nas doencgas de Parkinson e mal de Alzheimer (ARTUCH et al., 2002; PULEO
et al., 2004; MARTIN et al., 2007; MCDANIEL et al., 2005a; PAOLINO et al., 2004;
PIGNATELLO; ITRAVAIA; PUGLISSI, 2006; WIELAND et al., 2000). A IDB é
considerada um agente ativador do metabolismo central, porém, estudos adicionais
foram realizados para a determinacdo da seguranca e eficacia na terapéutica de
alteragbes cognitivas em pacientes com acidente vascular cerebral isquémico,
especialmente idosos (HARTMAN, 2007).

Puglisi et al. (1996) estudaram a inclusdo da IDB em ciclodextrinas. As
ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos contendo 6 a 12 unidades de glucose
ligadas entre si por ligagbes a-1,4 (MEIER; SOLDI; SZPOGANICZ, 2007). Os
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complexos (ciclodextrinas-IDB) foram preparados por varios métodos: coprecipitacao,
granulagéo umida e liofilizagdo. Todos os complexos com as ciclodextrinas testados
mostraram um aumento significante na solubilidade em agua da IDB em particular a
dimetil-B-ciclodextrina e hidroxipropil-B—ciclodextrina, consequentemente, o complexo
apresentou um aumento na dissolu¢do quando comparada a idebenona livre.

Por possuir efeitos citoprotetores, a IDB, é utilizada tanto em doencas topicas
quanto sistémicas. Como uso tépico pode-se citar a aplicacdo em areas pigmentadas
pois, devido a inibicAdo da melanogénese, atua como um despigmentante (MARTIN et
al., 2007). Estes autores abordaram o emprego de uma emulsao contendo IDB com
diluicdes diferentes com o objetivo de inibir a formacao da melanina.

A formacao de melanina faz parte da funcédo da pele e protege contra os raios
UV, por absorver a radiagdo. E um pigmento marrom ou negro que da cor a pele e
sua quantidade, nas pessoas, depende da raca e da exposicao ao sol. Este pigmento
€ produzido por células especializadas denominadas de melanécitos, que estdo
localizados na camada basal e espinosa da epiderme. Possui prolongamentos que se
dirigem a superficie da epiderme, mais exatamente nas camadas basal e espinosa
onde ocorre um intimo contato (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995; GARCIA, 2001).
Nos melandcitos, a enzima tirosinase participa intensamente na producédo de
melanina. Esta enzima transforma a tirosina em 3,4- diidroxifenilalanina (DOPA),
depois age sobre a DOPA, tranformando-a em DOPA-quinona (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1995).

Segundo Martin et al. (2007) utilizando células derivadas de melanoma humano
com capacidade de sintese de melanina, a IDB inibe a sintese de melanina de forma
dose-dependente.

McDaniel et al. (2005a) compararam a IDB com outros produtos antioxidantes
usados no cuidado para pele (vitamina C, vitamina E, &cido alfa lipéico, kinetin e a
ubiguinona — coenzima Q10) em sua capacidade de proteger a pele contra danos
resultantes de estresse oxidativo em testes in vitro e in vivo. Os autores mediram a
capacidade de raptar radicais induzido por luz UV e medido por
fotoquimioluminescéncia, contetido de NADPH/ADP/Fe*®, medindo produtos de
oxidacao primarios e secundarios, irradiacdo com UVB de queratinécitos e avaliagéo
in vivo, usando o teste de sunburn cell-SBC. Apds correlacionar os testes in vitro e in

vivo 0s autores estipularam um indice global de protecdo oxidativa dos produtos e
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concluiram que o indice foi de 90, 80, 68, 55, 52 e 41% para a IDB, &cido alfa lipdico,
kinetin, ubiquinona, vitamina C e vitamina E, respectivamente, demonstrando a
capacidade superior da IDB na protecéo contra o estresse oxidativo.

A eficacia clinica da IDB em formulagdes topicas a 0,5 e 1,0 % foi estudada por
McDaniel et al. (2005b), para o tratamento da pele com danos por radiagdo solar. O
estudo foi realizado em 41 pacientes, do sexo feminino, entre 30-65 anos, que
apresentavam danos moderados de pele pelo efeito do sol. As formulacdes foram
aplicadas duas vezes ao dia durante 6 semanas. Foi medida a hidratagcao da pele por
condutéancia elétrica e fotografia digital ao longo do tratamento. Bidpsias da pele foram
analisadas, antes e o final do estudo, corando as pecas para a deteccdo de
anticorpos usando microscopia de imunofluorescéncia. As formulacoes de IDB a 0,5
e 1,0% aumentaram o grau de hidratacdo da pele em 37%, reduziram as rugas/secura
da pele em 23 e 26%, respectivamente, reduziram as linhas finas em 27 e 29%,
respectivamente e melhoraram o aspecto geral da pele em 30 e 33%,
respectivamente. Em ambas as concentracdes houve uma diminuigdo de Interleucina
IL-1b, II-6 e metaloproteinase MMP-1 e um aumento de colageno |I.

Palumbo et al. (2002) estudaram o efeito antioxidante de IDB em nanocapsulas
constituidas por Tween® 80 e revestidas com polietil-ciano-acrilato (PECA). Os
autores analisaram o efeito biologico em fibroblastos humanos submetidos a
diferentes condicdes de estresse oxidativo (0,5 mM de dietiimaleato por 60 min e
H-O2 0,1 mM por 30 min). Foram medidos a producdo de ERO, a viabilidade celular e
os danos ao DNA nuclear das células. Em ambos os tratamentos, a IDB encapsulada
antagonizou o efeito dos agentes oxidantes e o farmaco isolado foi menos efetivo do
que a IDB nanoencapsulada, mesmo em baixas concentracdes de encapsulacao (0,5
uM).

Quanto a aplicacao tépica a IDB é comercializada na forma de lipossomas
(CAMARGO; SCHOQUI; ALESSANDRI, 2009) e algumas industrias cosméticas
relatam utilizar este farmaco nanoencapsulado, segundo informacdes dos roétulos. A
unica formulagéo farfarmacéutica atualmente comercializada é oral (PALUMBO et al.,
2002), como o cerestabour® (caixa com 60 comprimidos de 30 mg). Também é
comercializado na forma de capsulas, como suplemento alimentar de forma isolada

ou em associacgoes).
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As vantagens terapéuticas da IDB encapsulada em lipossomas peguilados
foram investigadas por Paolino et al. (2004). Os lipossomas foram feitos com 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-fosfocolina monohidratada/colesterol/1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfo-L-serina sédica/1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (6:2:1:1) sddica,
pelo método de evaporacao de solvente. Culturas de astrdcitos foram usadas para
avaliar a eficacia biologica (através da injuria induzida por etanol) e os efeitos toxicos
de IDB livre e em lipossomas, em diferentes concentracdes do farmaco (0,5, 5 e 50
uM). Na maior concentragdo, o farmaco livre e em lipossomas apresentou efeitos
téxicos em uma concentracdo do farmaco encapsulado 10 vezes inferior ao do
farmaco livre, foi capaz de apresentar a maior acdo protetora observada,
provavelmente, devido a maior biodisponibilidade do farmaco em nivel celular.

Pignatello et al. (2004) sintetizaram pro-farmacos de IDB conjugados com
ésteres de acidos lipoamino de cadeia curta, com caracterisiticas tipo membrana que
tem a capacidade de aumentar o uptake de farmacos por penetracdo através de
membranas e barreiras bioldgicas. Estes autores observaram que dois dos
homélogos sintetizados (com 1 e 2 carbonos na cadeia alquilica) apresentaram efeito
antioxidante (sequestro de anions superdxido e como inibidor de lipoperoxidacao)
igual ou superior a da IDB livre. Estes autores estudaram a estabilidade destes
conjugados e observaram que a hidrélise do conjugado ocorre via enzimatica, por
meio de esterases do figado e do soro, sendo a velocidade de hidrélise proporcional
ao tamanho da cadeia alquilica.

Nao ha dados disponiveis na literatura acerca de estudos de estabilidade da
IDB, porém, quanto ao seu analogo precursor, Kwon et al. (2002) verificaram que a
coenzima Q10 demonstrou maior estabilidade frente a temperatura e radiacao UV,
quando encapsulada em nanoparticulas poliméricas de polimetilmetacrilato em
relacdo a uma dispersao aquosa de coenzima Q10 e em formulacbes com base
oleosa. As formulacées foram expostas a uma lampada de UVA (320-400 nm) por 144
minutos e, ao final, a coenzima Q10 foi quantificada por CLAE. A porcentagem estavel
de coenzima Q10 encapsulada foi de 48% enquanto que na ndao encapsulada foi de
35% ao final do teste.

Hsu et al. (2003) prepararam e caracterizaram nanoparticulas contendo CoQ10
utilizando, para a fabricacao, a formacdo de uma microemulsdo como precursor. Esta

microemulsao foi preparada utilizando Tween® 20 e Brij® 78. Os autores observaram
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gue a concentracdo dos tensoativos influenciou no tamanho das particulas. O estudo
in vitro em macréfagos de rato mostrou uma incorporacao das nanoparticulas 4 vezes
maior em relagdo ao farmaco isolado. As nanoparticulas foram submetidas a um teste
de dissolugao utilizando membrana de didlise 50 kDa e solugdo de Tween® 80 a 5%
como meio de dissolucdo. A dissolugdo ocorreu quase 80% nas primeiras 50 h e o
restante se manteve por até 250 h, o que o autor considerou uma dissolucao rapida
inicialmente e um periodo longo de dissolugdo lenta. Porém, os autores nao
mostraram curva controle com o farmaco isolado, o que dificulta a interpretacao dos
dados.

Em virtude da fotosensibilidade reportada para o andlogo precursor, a
Coenzima Q10 (PULEO et al., 2004; VENKAT RATNAM et al.,, 2006) e da baixa
solubilidade e a baixa biodisponibilidade da IDB é um potencial candidato para
veiculacdo em um sistema de liberacdo modificada (MUHRER et al., 2005), como por

exemplo utilizando nanoparticulas.

3.4 Nanoparticulas

A nanotecnologia € uma ciéncia que consiste na producdo de sistemas com
dimensao de 10 nm a 1000 nm, enquanto que particulas maiores sdo chamadas
microparticulas. Tais particulas podem ser constituidas de polimeros biocompativeis,
isto €, que possuem a capacidade de se degradar in vivo em fragmentos menores
podendo assim ser excretado pelo organismo (SCHAFFAZICK et al., 2003; VENKAT
RATNAM et al.,, 2006; DURAN; AZEVEDO, 2007) e apresentam aplicacdes
importantes na area de quimica, biologia e farmacéutica, entre outras. A aplicacao da
nanotecnologia na area das ciéncias da vida € denominada de nanobiotecnologia. A
nanobiotecnologia, na area de farmacia, atua na liberacdo de farmacos (alterando a
biodisponibilidade, promovendo a liberagdo controlada e o direcionamento do
farmaco). A tecnologia de liberagdo modificada de farmacos representa diferentes
aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o avanco da saude humana
(DURAN; AZEVEDO, 2007).

O termo nanoparticulas € genérico, usado de acordo com o tamanho da
particula a que se refere. As nanoparticulas podem ser classificadas em

nanoparticulas e em nanocapsulas, de acordo com a composicdo e organizacao
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estrutural (SCHAFFAZICK et al., 2003; BRESOLIN et al., 2003; DURAN; AZEVEDO,
2007) e estao representadas na figura 2.
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Figura 2: Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas.
A) Farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas;
B) Farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas;
C) Farmaco retido na matriz polimérica das Nanoparticulas;
D) Farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das
Nanoparticulas;

Fonte: SCHAFFAZICK et al. (2003).

As nanoesferas sdo constituidas de uma densa matriz polimérica. E o farmaco,
portanto, encontra-se homogeneamente disperso ou dissolvido no interior da matriz
polimérica. Desta forma, obtém-se um sistema monolitico, que nao apresenta um
nucleo definido. Ja as nanocapsulas, sdo chamadas de sistema tipo reservatorio e, ao
contrario do anterior, apresenta nucleo bem definido. Este nucleo pode ser solido ou
liquido. Neste caso, a substancia encontra-se em um invélucro polimérico ao redor do
nucleo de natureza oleosa (CHAVEZ et al.,, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003;
BRESOLIN et al., 2003; DURAN; AZEVEDO, 2007). Ou seja, a diferenca morfolégica
entre a forma farmacéutica de nanoesferas (sistema polimérico matricial) e
nanocapsulas (sistema polimérico do tipo reservatério) é o que designa o sistema
(DURAN; AZEVEDO, 2007).

Sistemas particularmente interessantes sdo as nanoparticulas de polimeros
biodegradaveis, como os derivados da quitosana. Trata-se de um sistema em que a
vetorizacdo do farmaco a sitios-alvo especificos do organismo é claramente
identificavel, sendo também bastante estavel, ndo sendo reconhecido por macrofagos
do sistema reticuloendotelial de defesa (dependendo de algumas modificacées da
superficie) (DURAN; AZEVEDO, 2007).
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As nanoparticulas tem sido desenvolvidas objetivando diferentes aplicagdes
terapéuticas, podendo ser administrada por diferentes vias, com énfase para as vias
parenteral, oral, pulmonar e oftalmica (SCHAFFAZICH et al., 2003). Além destas
diferentes vias, a pele é considerada como uma via favoravel para a administragéo de
farmacos devido a aceitacdo do paciente e a facilidade de administracédo (LOPES;
KANEKO, 2000). A aplicacdo de produtos farmacéuticos, de uso tépico e sistémico,
na pele tém sido muito utilizada.

As vantagens da utilizacao de nanoparticulas sdo a incorporacéao de farmacos
com baixa estabilidade diretamente no sitio de acdo, de forma especifica e com dose
otimizada; maior eficacia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do
farmaco, a partir da degradacao da matriz; diminuicao significativa da toxicidade pela
reducdo da dose e maior tempo de permanéncia na circulagdo, reduzindo efeitos
colaterais. Outra vantagem seria que tais sistemas podem veicular tanto substancias
hidrofilicas quanto lipofilicas (CHAVEZ et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003;
DURAN; AZEVEDO, 2007).

A incorporacao de farmacos em nanoparticulas lipidicas ou poliméricas pode
auxiliar especialmente na liberacao de farmacos com pouca solubilidade em agua e
baixa permeabilidade. As nanoparticulas podem ser absorvidas no sistema
circulatorio via trato gastrointestinal através dos canais de Peyer no sistema linfatico,
0 que apresenta uma vantagem em relacdo a administracdo via porta, ja que evita o
metabolismo de primeira passagem pelo figado e podem proteger o farmaco da
degradacao no trato gastrointestinal (DELIE, 1998 ; HUSSAIN; JAITLEY; FLORENCE,
2001).

Wou et al. (2005), sintetizaram nanoparticulas de QTS contendo glicirrizinato de
amonio, utilizando solucbes de QTS em acido acético (1,0; 1,2; 1,44; 1,6; 2,0; 25 e
3,0; 4,0 mg/mL), solugdes de TPP (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/mL) adicionadas em 10
mL da solucdo de QTS. Foi observada a formacgao: solucao, agregados e suspensoes
opalescentes e, nestas Ultimas, houve a formagdo de nanoparticulas. As
nanoparticulas de glicirrizinato de aménio foram formadas pela incorporacao de 4 mL
de TPP (0,6; 1,0 mg/mL) em 10 mL de QTS (1,44 mg/mL), contendo glicirrizinato de
amédnio (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 5,0 mg/mL). As nanoparticulas tiveram morfologia esférica
com diametro de 20-80 nm por microscopia de transmicao eletrbnica menor que o

determinado por espalhamento de luz dindmico (maior que 120 nm). Quando a
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concentragdo de TPP foi de 1 mg/mL, concentracdo muito altas de QTS (4 mg/mL),
dificultaram a incorporacao do farmaco, e concentracées muito baixas de QTS (0,5
mg/mL), resultaram em agregados de grande diametro. Para a solucdo de TPP a 1
mg/mL e solugdes de QTS de 1 a 3 mg/mL os autores observaram a formagao de
suspensoes opalescentes as quais formaram nanoparticulas. A concentracdo de 1
mg/mL de QTS conduziu a maxima incorporacdao do farmaco (80%). O aumento da

concentragao de glicirrizinato levou a diminuicao da eficiéncia de incorporacao.

3.4.1 Métodos de obtencao de nanoparticulas

A selecao do método de preparacdo de nanoparticulas depende de diversos
fatores, tais como: o tamanho da nanoparticula que se pretende, se o farmaco
utilizado é lipo ou hidrossoluvel, se o farmaco é estavel frente ao processo de
obtencao (por exemplo ao aquecimento), o tipo de polimero, qual a via terapéutica
escolhida, pois a via terapéutica esta muito relacionada com o tamanho de particula
pretendido (os processos de obtencdo convencionais destes sistemas resultam em
particulas de tamanho entre 100 e 500 nm) e a toxicidade residual que provém
principalmente dos solventes envolvidos no processo (AGNIHOTRI et al., 2004). Ha
muitos métodos de incorporacdo de farmacos em nanoparticulas, neste trabalho,
apenas serao citados os métodos mais comuns.

A emulsificacdo € um método de obtencao muito simples que consiste em
preparar uma solucéo aquosa do polimero, adicionar o farmaco com um tensoativo e
produzir uma emulsificacdo com agitacao vigorosa como representa a figura 3. Como
pontos criticos neste método pode-se citar a velocidade de agitacdo, quanto maior a
agitacdo menor o tamanho das particulas. Outro ponto € a concentragcdo do
tensoativo, pois este deve ser suficiente para formar uma emulsdo relativamente
estavel; e ainda a natureza do farmaco que, neste caso, para uma maior eficiéncia de

encapsulacao deve ser lipossoluvel (AGNIHOTRI et al., 2004).
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Figura 3: Esquema da emulsificagdo (método de obtengédo de nanoparticulas).
Fonte: Adaptado de AGNIHOTRI et al. (2004).

Outro método na obtencao de nanoparticulas é a emulsificacéao reticulada, que
ocorre da mesma forma que na primeira, mas acrescenta-se um agente reticulante,
normalmente o glutaraldeido e portanto, reduz o tamanho das particulas. Os pontos
criticos sdo os mesmos que no anterior, s6 acrescentando o fato da concentracao do
agente reticulante influenciar no tamanho (AGNIHOTRI et al., 2004).

Outro método de obtencdo de nanoparticulas a coacervagao-precipitacao
consiste em produzir uma dispersdo aquosa do polimero, acrescentar o farmaco em
pd a dispersao do polimero com a ajuda de um compressor. Esta mistura deve ser
colocada sobre uma solugéo alcalina, neste tipo de solucdo a QTS precipita e ocorre
o depdsito do polimero sob o farmaco como representa a figura 4 (AGNIHOTRI et al.,
2004).

QTs 4—' Compressor de Ar |
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armaco s ot
i oy e
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- -
( D

00|00
©o||©o

| Lavagem | ' 4

| Fiitragao Centrifugagao |

Figura 4: Figura esquematica da coacervacgao precipitacao (método de obtengéo de nanoparticulas).
Fonte: Adaptado de AGNIHOTRI et al. (2004).
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No método de atomizacao por spray dryer (figura 5) o farmaco é incorporado
juntamente com o polimero, previamente dissolvido ou fundido. A disperséo resultante
€ atomizada em um compartimento que recebe um fluxo de ar quente. A rapida
evaporacao da agua permite manter baixa a temperatura das particulas (6timo para
farmacos com ponto de fusdo baixo como a IDB (53°C), de maneira que a alta
temperatura do ar de secagem néo afete demasiadamente o produto (BROADHEAD;
ROUAN; RHODES, 1992; BERMAN; PIERCE; SHU, 2006). O tamanho da particula,
neste método & determinado pelo tamanho do bocal de saida da solugédo a ser seca,
do fluxo de ar, da temperatura de entrada e da pressao de atomizacao. O método por
spray dryer é considerado um método simples, rapido e confiavel de obtencdo de
nanoparticulas (AGNIHOTRI et al., 2004).

Ar Comprimido Solugdo do polimero + Farmaco

4+— Arquente

0% o Exaustdo
0goo@o
a
© R0
Camara de i
secagem

Ciclone

Particulas

Figura 5: Figura esquematica da utilizagdo do spray dryer como método de obtencdo de
nanoparticulas.
Fonte: Adaptado de AGNIHOTRI et al. (2004).

Pohlmann et al. (2002) sintetizaram nanoparticulas utilizando o spray dryer e
utilizando como polimeros: poli e-caprolactona e &cido polilatico e como farmaco a
indometacina. A obtencdo das nanoparticulas consistiu em duas etapas na primeira
preparou-se uma supensao coloidal (fase organica) com os polimeros (1 g), o farmaco
(0,150 g), monoestearato de sorbitano (0,766 g), éleo mineral (3,3 mL) e acetona (270
mL). A fase orgéanica foi adicionada com agitacdo moderada a uma solu¢do aquosa
constituida por agua (530 mL) e polisorbato 80 (0,776 g). Apds a nanoprecipitacao foi
removido o solvente por evaporacdo. ApOs a retirada do solvente adicionou-se
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Aerosil® a solugcdo foi seca por spray dryer. As nanoparticulas apresentaram
aproximadamente 70 nm, determinada por light scatering. As particulas tiveram
morfologia esférica e lisa de acordo com analises por MEV.

Sham et al. (2003) obtiveram nanoparticulas formadas por gelatina ou
polibutilcianoacrilato através de dois passos. O primeiro passo consistiu em dissolver
a gelatina ou polibutilcianoacrilato em agua, sob agitacdo constante e aguecimento.
Apbs a solubilizacao foi adicionado acetona (25 mL). Ocorreu a precipitagdo da
gelatina, o sobrenadante, que continha as menores moléculas, foi retirado e a solugao
foi descartada. O sobrenadante foi dissolvido, novamente, em agua nas mesmas
condicbes e 75 mL de acetona foi adicionada para provocar a precipitacdo da
gelatina. Uma solucdo aquosa de acido cloridrico e sulforhodamina foi gotejada e a
solucdo foi estabilizada por glutaraldeido como agente reticulante. O solvente foi
retirado por rotaevaporador. As nanoparticulas foram centrifugadas (100.000 x g por
30 minutos). Apds foi preparada uma solugdo de lactose em 75 mL de agua,
adicionou-se entdao uma redispersdo das nanoparticulas e esta solucao foi seca por
spray dryer. O tamanho das particulas foi de aproximadamente para a gelatina 242
nm e 173 nm para a polibutilcianoacrilato. As particulas tiveram morfologia esférica e
lisa de acordo com as analises por MEV.

3.5 Estudos de liberacao in vitro de farmacos

A liberagdo do farmaco das nanoparticulas ocorre envolvendo trés diferentes
mecanismos: (a) a liberacao do farmaco na superficie das nanoparticulas, (b) difusao
do mesmo através da matriz maleavel, (c) a liberacdo do ativo por erosdao do
polimero. Estas etapas estdo esquematizados na figura 6 (AGNIHOTRI et al. 2004). A
erosao, a difusdo e o intumescimento sdo passos pelos quais os sistemas
nanoparticulados podem controlar a liberacdo das substéncias ativas. A
predominancia de um destes mecanismos depende, invariavelmente, das
propriedades do polimero empregado no sistema. De um modo geral, quando as
estruturas entram em contacto com o meio de dissolu¢do podem manter a sua
estrutura mais ou menos constante ao longo de todo o processo de dissolucdo ou
podem sofrer um fendmeno de intumescimento ("swelling") e, posteriormente, de

erosao. O passo limitante da velocidade de liberacao dos farmacos, a partir deste tipo
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de sistema, € a penetracdo do liquido de dissolucdo na matriz (LOPES; LOBO;
COSTA, 2005).

T

q}ﬁ];\

Liberagao do farmaco

Liberagao do farmaco por erosao

na superficie

Difusdo através
da matriz

Figura 6: Esquema representativo da dissolugdo de nanoparticulas
Fonte: Adaptado de AGNIHOTRI et al. (2004).

Na maioria dos casos, a liberacao dos farmacos ocorre através de mais de um
mecanismo. Ha casos em que a liberagdo da superficie das nanoparticulas ocorre
instantdneamente, portanto, é dissolvida logo que ocorra o contato com o meio de
dissolugdo. Este tipo de dissolucédo leva a um efeito burst. J& outras particulas nao
tém este perfil como exemplo, pode-se citar as particulas preparadas utilizando o
spray dryer. Inclusive, muitas nanoparticulas preparadas utilizando agente reticulante
(como o TPP) normalmente ndo apresentam um efeito burst (AGNIHOTRI et al.,
2004).

Farmacos liberados por difusdo apresentam trés passos, primeiramente o
solvente penetra dentro do sistema nanoparticulado, o que pode causar
intumescimento da matriz. O segundo passo é a conversao do polimero do estado
vitreo (estado configuracional altamente emaranhado) para o maleavel (AGNIHOTRI
et al., 2004). Um polimero, dependendo de fatores como a temperatura, interacoes
termodinamicas do sistema polimero-agua a que esta submetido, apresenta-se no

estado vitreo ou no estado maleavel. A temperatura de transicdo vitrea varia de
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polimero para polimero (COSTA; SOUZA LOBO, 1999). O terceiro passo € a difuséo
do farmaco durante o intumescimento da matriz polimérica (AGNIHOTRI et al., 2004).

A liberacao do farmaco de sistemas nanoparticulados depende de fatores
como a presencga de agentes reticulantes dos polimeros (como o TPP), a morfologia,
o tamanho e a densidade das nanoparticulas, a propriedade fisico-quimica do
farmaco e a presenca de adjuvantes. A dissolucao in vitro depende de fatores como o
pH e polaridade no meio de dissolucdo, portanto para a realizagdo do ensaio de
dissolucdo é necessario estabelecer condicbes, como: tipo de agitacdo, volume e
caracteristicas do meio de dissolugédo (de acordo com a solubilidade do farmaco)
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; AGNIHOTRI et al., 2004). Além disto, algumas
vezes, quando os aparatos para dissolu¢cao nao possibilitam o ensaio é necessaria a
utilizacdo de outros como, por exemplo, as membranas de didlise para conter o
farmaco. No método de didlise tradicional, o sistema é suspenso em um pequeno
volume de fase continua e separado da solucdo sink pela membrana de dialise. Isto
nao promove condi¢cdo sink dentro do saco de dialise resultando em um perfil de
liberacao errbnea, controlada por particao (SAARINEN-SAVOLAINE et al., 1997).
Entende-se como condicdo sink quando a concentracao final do soluto na solucao
nao excede 10% de sua solubilidade no meio de dissolugdo (AULTON, 2005). Para
assegurar esta condicdo durante o ensaio sdo usadas estratégias como membranas
mais permeaveis (a maioria das membranas utilizadas sédo as de cut-off de 12.000-
14.000, mas estas limitam severamente a difusdo de farmacos) ou mistura eficientedo
meio de dissolugdo no interior do saco de didlise. Saarinen-Savolaine et al. (1997)
testaram a liberacdo de budesonida complexada com lipossomAs utilizando agitacao
magnética dentro e fora do saco de dialise e observaram que 50% do farmaco
difundiu-se do saco em 5 h. Em contrapartida com agitacdo somente fora do saco de
didlise este percentual, somente, foi difundido em 13 h.

3.6 Quitosana e derivados

Entre os biopolimeros com grande potencial para o emprego em sistemas de
liberacao de farmacos, destacam-se a quitina (QTN) e seus derivados. A QTN é muito
abundante na natureza, esta presente na casca de crustaceos, o que em regides

litoraneas torna-se um subproduto da atividade pesqueira. A quitosana (QTS), que é
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obtida a partir da descetilacado alcalina da quitina, € um derivado (LOPES et al., 2005),
de baixa toxicidade (DLso de 16 g.kg’, via oral, em estudos in vivo, utilizando
camundongos), biodegradavel e auséncia de alergenicidade (BRESOLIN et al., 2003;
ALENCASTRE et al., 2006).

A QTN e a QTS sao polimeros constituidos por unidades N-acetil-D-
glucosamina e D-glucosamina em porgdes variaveis, sendo o ultimo predominante na
quitosana (SILVA et al., 2006).

A quitosana é um biopolimero caracterizado como uma base fraca, sendo
insoluvel em agua e solventes organicos, mas, € soluvel em solucdes acidas diluidas
(pH< 6,5), segundo Lopes e colaboradores (2005), onde ocorre a conversdo das
unidades glucosaminas para a forma solivel R-NH3*. Em contato com solugdes
alcalinas ocorre precipitacéo. Além disto, apresenta ainda a capacidade de formar gel
em baixos valores de pH. Sua massa molecular varia entre 3.800 e 2.000.000 daltons
e seu grau de desacetilacdo de 66 a 95% (SINHA et al., 2004).

Uma caracteristica importante da QTS é a possibilidade de modificacoes
estruturais, obtendo-se varias formas de interagdo quimica e resisténcia mecanica.
Estas interagbes quimicas intermoleculares podem ser formadas através de varias
maneiras, dentre elas o uso de agentes reticulantes (TORRES et al., 2005; GEORGE;
ABRAHAM, 2006). A reticulacao é uma modificacdo quimica que pode ser realizada
pela interagdo do polimero com diferentes substancias, como o Tripolifosfato (TPP).
Este reticulante contém grupos O que sao reativos e fazem com que haja um
entrelacamento cruzado possibilitando uma aproximagédo entre duas moléculas de
QTS através de uma reticulacdo ibnica. Esta interacao pode ser melhor compreendida
pela figura 7 (YANG; HUANG; LIN, 2007).
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Figura 7: llustracdo da reticulacao entre a quitosana e o tripolifosfato.
Fonte: YANG; HUANG; LIN (2007).

Algumas aplicagdes farmacéuticas da quitosana sdo limitadas por problemas
de hidrossolubilidade, uma vez que esta € insolivel em 4gua em meio neutro,
condicdo em que enzimas fisioldgicas exercem sua atividade. Partindo do principio
que derivados de quitina e quitosana podem ser preparados a fim de se melhorar sua
solubilidade em agua, as aplicacbes destes polimeros podem aumentar
significativamente (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

A QTS (figura 8d) pode ser quimicamente modificada por possuir grupamentos
amino livres, para obtencdo de novos derivados sollveis em agua, como a M-
carboximetilquitosana (N-CMQ) (Figura 8b) que representa grupos acetamidas
remascentes (quitina- figura 8 a,c) grupos aminos livres remanescentes da quitosana

e grupos carboximetil introduzidos nos grupos amino livres da quitosana.
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Figura 8: Estrutura molecular da Quitina (a, c), N-carboximetilquitosana (b), Quitosana (d).
Fonte: SILVA; SANTOS; FERREIRA (2006).
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Para sintetizar a N-CMQ soluvel em agua, deve haver uma razao equimolar
entre o acido glioxilico e o grupo amino. Aumenta-se o pH com hidroxido de sodio
formando N-(carboximetillideno) quitosana (base de schiff), esta é reduzida com
borohidreto de sddio a temperatura ambiente (25 °C) para a obtencao da N-CMQ, um
derivado da QTS soluvel em agua (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

O NIQFAR (Nucleo de Investigagdo Quimico Farmacéuticas), do curso de
farmacia da UNIVALI, através de seu grupo de pesquisa em “Tecnologia
Farmacéutica e Garantia de Qualidade” vem realizando diversos estudos relacionados
a obtencao, caracterizacao e aplicagdes de quitosana, quitina e seus derivados. Tais
aplicagbes relacionam-se com o uso de QTN, QTS e seus derivados como suporte
cromatografico, na separacao de bioflavondides de extratos vegetais (RODRIGUES et
al., 2000), utilizacdo do complexo QTS-Fe como ligante de fosfato no tratamento da
hiperfosfatemia (BURGER et al., 2001) e como possivel agente de purificacdo na
remocdo de fosfato da agua (FAGUNDES; BERNARDI; RODRIGUES, 2000;
FAGUNDES et al., 2002), entre outros. Derivados da QTS, especialmente a N-CMQ
também tém sido estudados quanto a sua caracterizagao fisica-quimica (MIRANDA et
al., 2003) e sua propriedade de formacao de fiime (MACHADO; FARIAS, 2003).
Paralelamente, foram desenvolvidos estudos de avaliacdo do potencial toxico agudo
(LOPEZ; LOBO; COSTA, 2005) e crbnico deste derivado, uma vez que somente os
dados toxicolégicos da QTS eram conhecidos.

Miranda et al. (2006) fizeram uma comparacdo da N-CMQ com a quitosana,
através de analises cinética da degradacao termogravimétricas e demonstraram que a
estrutura da N-CMQ possui maior estabilidade térmica e maior resisténcia mecanica,
quando comparada com a quitosana. Estas propriedades sdo, provavelmente,
produzidas pela presenca de fibras em ambas as direcdes horizontal e vertical na N-
CMQ, enquanto que a quitosana parece formar fibras unidirecionais. Lamim et al.
(2006) demonstraram que é possivel produzir filmes flexiveis e rigidos a partir da
quitosana e N-CMQ e que a solubilidade destes é dependente do pH, apresentando
alta solubilidade em meio aquoso acidificado e baixa solubilidade em pH alcalino.

Felicio et al. (2007), observaram a formacdo de centros hidrofobicos usando
espectroscopia de fluorescéncia e pireno, como sonda hidrofébica. A N-CMQ

acetilada apresentou forma globular, confirmada por espalhamento de luz e
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microscocopia de forga atdmica, indicando uma conformagdo nanoparticulada e

capacidade de incorporar camptotecina, aumentando a solubilidade do farmaco.

3.7 Validacao Analitica

A fim de assegurar a confiablidade dos métodos analiticos empregados na
analise da eficiéncia de incorporacdo de farmacos em sistemas de liberacédo
modificada, bem como o seu estudo de estabilidade e a anélise do perfil de liberacao
do farmaco a partir do sistema, é imprescindivel a sua validagdo. De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2003), os métodos
analiticos podem ser classificados em diferentes categorias e a analise pretendida no
presente trabalho pode ser enquadrada na categoria Il (Testes quantitativos para a
determinacao de impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas). Devido ao fato da metodologia ser aplicada no estudo da
incorporacao de pequenas quantidades de farmaco em nanoparticulas e no estudo de
dissolucdo. Baixas concentracbes exigem um método com elevada sensibilidade.
Conforme esta categoria é necessaria a determinacao dos seguintes aspectos para a
validacdo do método: Especificidade, Linearidade, Intervalo, Precisdo, Exatidao,
Limite de quantificacado (LQ) e Robustez.

A especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presengca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacao e componentes da matriz (BRASIL, 2003). Para analise quantitativa (teor)
e andlise de impurezas, a especificidade pode ser determinada pela comparacao dos
resultados obtidos de amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com
quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes com amostras nao
contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por esses
materiais (BRASIL, 2003). Em analises cromatogréaficas, o calculo da resolugdo do
pico do analito, em relacdo aos picos adjacentes do cromatograma, € uma medida da
especificidade do método, bem como a comparacado da analise de amostras, com
analise de placebos, a fim de verificar a coincidéncia no tempo de retencao de algum
componente, com o tempo de retencao do analito (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH,
1997).
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A lineaneridade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
qgue os resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentragdao do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. Para a avaliacdo da linearidade,
recomenda-se a analise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. Estas devem
seguir os intervalos de 80 a 120% da concentragao tedrica do teste (BRASIL, 2003).

Se houver relacao linear aparente apds exame visual do grafico, os resultados
dos testes deverdao ser tratados por métodos estatisticos apropriados para
determinacao do coeficiente de correlacao, interseccdo com o eixo Y, coeficiente
angular, soma residual dos quadrados minimos da regresséao linear e desvio padrao
relativo. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo (r) deve ser = 0,99.
Deve-se apresentar as curvas obtidas (BRASIL, 2003).

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e
inferior de um método analitico. Normalmente, é derivado do estudo de linearidade e
depende da aplicacao pretendida do método (no caso de quantificagdo do principal
componente seria 80 a 120% da concentracio tedrica do teste). E estabelecido pela
confirmacédo de que o método apresenta exatidao, precisao e linearidade adequados
quando aplicados a amostras contendo quantidades de substéncias dentro do
intervalo especificado (BRASIL, 2003).

Na analise da precisdo do método um dos niveis avaliados é o da
repetibilidade, que é a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo
de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentagdo. A repetibilidade do
método é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinacdes, contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, 3 (irés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3
(trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinag¢des a 100% da concentracdo do teste
(BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

A exatiddo de um método analitico indica a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Varias metodologias para a
determinacao da exatidao estao disponiveis, a saber: i) aplicando-se a metodologia
analitica proposta na analise de uma substancia de pureza conhecida (padrao de
referéncia). A comparagédo dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma
segunda metodologia bem caracterizada, cuja exatidao tenha sido estabelecida; ii) na
analise de uma amostra, na qual quantidade conhecida de farmaco foi adicionada a
uma mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado). Se as
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amostras de todos os componentes do medicamento estao indisponiveis, aceita-se a
analise pelo método de adicdo de padrdo, no qual acrescenta-se quantidades
conhecidas do analito (padrao de referéncia) ao medicamento (BRASIL, 2003; RIBANI
et al., 2004).

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacoes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal (BRASIL, 2003). Diz-se que um método é robusto quando ele
nao é afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros
(RIBANI et al., 2004). Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar
a avaliacao da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a variagdes
nas condicoes analiticas, estas deverdao ser controladas e precaucdes devem ser
incluidas no procedimento (BRASIL, 2003). A robustez de um método cromatogréfico
€ avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros como a concentracdo do
solvente organico, pH e forgca ibnica da fase mével em CLAE, bem como o tempo de
extracdo, agitacao, etc. As mudancas introduzidas refletem as alteracbes que podem
ocorrer quando um método é transferido para outros laboratérios, analistas ou
equipamentos (RIBANI et al., 2004).

Os estudos de estabilidade sdo uma parte importante no desenvolvimento de
um produto e a industria farmacéutica tem interesse consideravel neste topico e os
testes aplicados para avaliar a estabilidade podem ser um fator critico no
desenvolvimento (ALSANTE; MARTIN; BAERTSCHI, 2003).

Para o estudo de estabilidade relacionada ao farmaco, este deve ser submetido
a direntes situacdes de estresse (temperatura- calor seco e umido, luz UV, hidrélise
acida e alcalina, oxidacdo) e o cromatograma das amostras degradadas deve ser
comparado com o de uma amostra ndo degradada, a fim de verificar se a metodologia
€ indicativa de estabilidade do farmaco. Nestes testes se recomenda a monitoragéao
da umidade, oxidacao e fotdlise, se a substancia em teste tiver tendéncia monitorar,
também, a hidrélise e valores de pH quando em suspensdes ou solucdes (BAKSHI;
SINGH, 2000; BAKSHI; SINGH, 2003). Para tanto, o método analitico deve comprovar
ser indicativo de estabilidade durante a etapa de validagdo do mesmo.
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