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SOUZA, Grasielly Rocha. Obtencéo tecnoldgica de comprimidos de liberagcdo modificada
de 4cido alfa-lipoico, 2018, Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Programa de
Pds-Graduacgdo em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal do Piaui, Teresina.

RESUMO

As doengas inflamatorias intestinais (DI1) podem ser representadas pela doenc¢a de Crohn (DC)
e pela retocolite ulcerativa (RCU), essas patologias sdo caracterizadas pelo carater crénico e
recidivante da inflamac&o. Ainda ndo existe consenso acerca do agente etioldgico, mas alguns
estudos apontam para a existéncia de fatores ambientais, genéticos, da microbiota intestinal,
imunolégicos, além do estresse oxidativo. Sabe-se que a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio estd aumentada durante o processo inflamatério, sendo um fator
agravante para a fisiopatologia das DII. Dessa forma, a utilizagdo de um agente antioxidante
como adjuvante no tratamento seria uma possibilidade para melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. O &cido alfa-lipoico (AAL) é um composto organossulfurado, contendo oito &tomos
de carbono e dois atomos de enxofre, estd presente em células procarioticas e eucaridticas
apresentando um papel central no metabolismo energético, além de possuir um potencial redox
de -0,32 V, sendo denominado de antioxidante universal. Assim, o objetivo principal desse
trabalho foi obter comprimidos de liberagdo modificada de AAL para utilizacdo como adjuvante
no tratamento das DII. Através da prospeccado cientifica foi possivel confirmar a eficacia do
AAL nas DII, sendo a atividade atribuida principalmente as suas propriedades antioxidantes,
enguanto que a prospeccao tecnoldgica revelou uma area em potencial para exploracdo, uma
vez que poucas patentes foram depositadas com essa aplicacdo. O método analitico foi
desenvolvido, sendo este de facil execucado e de baixo custo, além disso, foi validado, uma vez
que atendeu aos parametros estabelecidos pela legislacdo brasileira, sendo seletivo, linear,
preciso, exato e robusto. A analise da morfologia das particulas por MEV demonstrou a
caracteristica cristalina, que foi confirmada pela difracdo de raios-X, além disso, apresentou
uma média de tamanho de particula de 250 um. O estudo das propriedades de fluxo demonstrou
a necessidade de utilizacdo de excipientes especificos para a melhoria desta caracteristica, pois
0 p6 apresentou razdo de Hausner de 1,51 e indice de Carr de 34,1%, angulo de repouso e tempo
de escoamento infinitos, revelando um fluxo ruim. As técnicas de espectroscopia no
infravermelho e RMN confirmaram a identidade da matéria-prima utilizada para a obtencéo dos
comprimidos através de comparacdo com o padrdo analitico. Foram obtidos comprimidos de
AAL com a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), mesocarpo de babacu e estearato de magnésio
sem e com revestimento com Eudragit® S (lotes 2 e 4, respectivamente), os quais atenderam
aos critérios de qualidade exigidos pela Farmacopeia Brasileira. O ensaio de dissolucgdo in vitro
mostrou que os comprimidos do lote 2 apresentaram uma liberagdo convencional, uma vez que
90% do contetdo foi liberado em 30 minutos nos meios de dissolucdo com pH 1,2 e 7,4,
enquanto que os comprimidos do lote 4 apresentaram uma liberagdo modificada, uma vez que
ndo houve liberacdo do contetdo em pH 1,2, sendo este totalmente liberado ap6s 30 minutos
em pH 7,4. Dessa forma, foram desenvolvidos comprimidos de liberagéo entérica, ideais para
utilizacdo por pacientes com DI|I.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal; &cido alfa-lipoico; comprimidos de liberacéo
modificada.



SOUZA, Grasielly Rocha. Technological obtainment of modified release tablets of alpha-
lipoic acid, 2018, Dissertation (Master Degree in Pharmaceutical Sciences) — Post-graduation
Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Piaui, Teresina.

ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) may be represented by Crohn's disease (DC) and ulcerative
colitis (RCU), these pathologies are characterized by the chronic and recurrent character of the
inflammation. There is still no consensus about the etiological agent, but some studies point to
the existence of environmental, genetic, intestinal microbiota, immunological factors, besides
oxidative stress. It is known that the formation of reactive species of oxygen and nitrogen is
increased during the inflammatory process, being an aggravating factor for the pathophysiology
of IBD. Thus, the use of an antioxidant agent as adjuvant in the treatment would be a possibility
to improve the patients’ quality of life. Alpha-lipoic acid (AAL) is an organosulfur compound,
containing eight carbon atoms and two sulfur atoms, is present in prokaryotic and eukaryotic
cells and plays a central role in energy metabolism, besides having a potential redox of -0.32
V, being denominated of universal antioxidant. Thus, the main objective of this work was to
obtain modified release AAL tablets for use as an adjuvant in the treatment of IBD. Through
the scientific prospecting it was possible to confirm the effectiveness of AAL in the IBD, with
the activity attributed mainly to its antioxidant properties, while the technological prospection
revealed a potential area for exploration, since few patents were deposited with this application.
The analytical method was developed, which is easy to execute and low cost. In addition, it was
validated, since it met the parameters established by Brazilian legislation, being selective,
linear, precise, accurate and robust. The analysis of the particle morphology by SEM showed
the crystalline characteristic, which was confirmed by the X-ray diffraction, in addition,
presented a mean particle size of 250 um. The study of flow properties demonstrated the need
for specific excipients to improve this characteristic, as the powder presented Hausner's ratio of
1.51 and Carr index of 34.1%, infinite rest angle and flow time, revealing a bad flow. Infrared
and NMR spectroscopy techniques confirmed the identity of the raw material used to obtain the
tablets by comparison with the analytical standard. AAL tablets were obtained with
hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), babassu mesocarp and magnesium stearate without
and with Eudragit® S coating (batches 2 and 4, respectively), which met the quality criteria
required by the Brazilian Pharmacopoeia. The in vitro dissolution test showed that the tablets
in batch 2 showed a conventional release, since 90% of the contents were released within 30
minutes in the dissolution media at pH 1.2 and 7.4, whereas the tablets in the batch 4 presented
a modified release, since there was no release of the content at pH 1.2, which was totally
released after 30 minutes at pH 7.4. Thus enteral release tablets were developed, ideal for use
by patients with IBD.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease; alpha-lipoic acid; modified release tablets.
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (DI1) s&o representadas pela Doenca de Crohn (DC)
e pela retocolite ulcerativa (RCU). As duas patologias sdo conhecidas ha bastante tempo, mas
ainda ndo se sabe ao certo 0 que provoca esse processo inflamatdrio cronico e recidivante
(FIOCCHI, 1998). Sabe-se que na DC a inflamacao normalmente acomete a regido do intestino
delgado e grosso, ocorrendo de forma descontinua, ou seja, existem segmentos intestinais
saudaveis entre os segmentos inflamados. Enquanto que na RCU a inflamacg&o ocorre de forma
continua, encontrando-se restrita ao colon e ao reto (PAPACOSTA et al., 2017).

Apesar da incerteza da etiologia, tem-se conhecimento de que uma série de fatores
podem estar envolvidos, como o0s desencadeantes ambientais, fatores genéticos, defeitos
imunorregulatorios e fatores microbianos/disfungédo da barreira intestinal (Xavier & Podolsky
2007). Além disso, esta sendo cada vez mais investigado o papel do estresse oxidativo como
um outro fator desencadeante dessas doencas (ZHU & LI, 2012).

No trato gastrointestinal ha formacdo continua de agentes pro-oxidantes, isso acontece
em decorréncia da presenca de microrganismos, residuos alimentares, além da interacéo entre
as células do sistema imunes. Assim, 0 estresse oxidativo, que consiste na incapacidade do
organismo em neutralizar as EROs e as ERNSs, encontra-se aumentado nos pacientes com DI,
uma vez que a capacidade antioxidante nesses individuos se encontra reduzida, mesmo quando
a doenca esté na fase assintomatica (MOURA et al., 2015).

Nesse contexto, estudos demonstraram que a administracdo de compostos antioxidantes
ex0genos era capaz de prevenir o inicio da doenca ou de retardar o seu desenvolvimento.
Normalmente, esse efeito protetor vem acompanhado da reducdo dos biomarcadores de
inflamacdo e estresse oxidativo no tecido col6nico e no sangue periférico (ZHU & L1, 2012).

Dessa forma, o &cido alfa-lipoico (AAL) (figura 1), composto organossulfurado
presente em células procaridticas e eucaridticas, possui uma capacidade antioxidante relevante,
tanto que o seu par redox, composto pela forma oxidada e reduzida da molécula, apresenta um
potencial redox de -0,32 V, classificando-o como “antioxidante universal”. Além disso, essa
molécula possui uma cadeia com oito &tomos de carbono apresentando um anel ditiolano em
uma extremidade e um grupo acido carboxilico na outra, essa caracteristica permite que a
molécula mantenha a sua funcdo antioxidante tanto no citoplasma quanto na membrana celular,

outra caracteristica importante para essa funcdo (GORACA et al., 2011).
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Figura 1. Molécula do AAL

OH
g—S

Fonte: Autoria propria.

O AAL exerce essa funcdo através de quatro mecanismos: capacidade de quelar metais,
neutralizar diretamente as EROs, regenerar antioxidantes enddgenos e reparar sistemas
(BIEWENGA et al.,1997).

Tendo em vista que a administracdo de compostos antioxidantes exdgenos surge como
uma possibilidade de melhoria das condicGes de salde dos pacientes portadores das DI, esse
estudo foi desenvolvido com a finalidade de obter comprimidos de liberacdo modificada
contendo o antioxidante &cido alfa-lipoico. Esse composto foi utilizado pelo seu potencial
antioxidante associado a sua baixa toxicidade, uma vez que se trata de um composto enddgeno.
Além disso, a tecnologia de liberacdo modificada do ativo foi selecionada com o objetivo de
liberar o composto no 6rgdo-alvo, para isso foi utilizado um revestimento de Eudragit S®,
soltvel em pH maior que 7, assim, o AAL poderia exercer a sua funcdo antioxidante no local
da inflamacéo, sendo ainda mais efetivo. Vale ressaltar que este produto inovador ndo possui
a intencdo de substituir a terapia convencional, mas ser utilizado como um adjuvante no

tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Obter comprimidos de liberacdo modificada contendo acido alfa-lipoico para utilizagéo

como adjuvante no tratamento da Doenca Inflamatoria Intestinal (DII).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma prospeccao cientifica e tecnoldgica para verificar a utilizacdo do acido
alfa-lipoico nas doencas inflamatorias intestinais;

e Desenvolver e validar um meétodo analitico por espectrofotometria UV-Vis para
quantificar o &cido alfa-lipoico;

e Caracterizar o acido alfa-lipoico através das técnicas analiticas: andlise térmica,
infravermelho, difracdo de raios-X, microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
ressonancia magnética nuclear (RMN);

e Realizar o estudo da reologia do p6 de &cido alfa-lipoico;

e Obter comprimidos de liberacdo modificada contendo hidroxipropilmetilcelulose ou
carboximetilcelulose com ou sem revestimento com eudragit S-100® para liberagdo no
clon;

e Realizar o estudo de dissolu¢éo in vitro dos comprimidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS (DII)

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo caracterizadas por uma inflamacéao
cronica e descontrolada da mucosa do intestino, sendo a retocolite ulcerativa (RCU) e a doenca
de Crohn (DC) as duas formas mais comuns. Existem inimeros desafios para a realizacdo do
diagnostico dessas doencas, sendo a distorcdo da arquitetura do tecido uma caracteristica
importante para esse fim. Vale destacar que isso pode acontecer pela presenga de um infiltrado
granulomatoso transmural e/ou por células inflamatoérias agudas. Entretanto, pode haver a
presenca de uma inflamacdo crénica no intestino normal sem qualquer anormalidade
diagnostica, e a incapacidade de regular essa resposta inflamatdria caracteriza as DII
(HANAUER, 2006).

E importante destacar que a realizacio dos estudos epidemioldgicos com as DIl pode
ser dificil, uma vez que o inicio da doenca pode ser gradual, por ndo existir um padrdo-ouro
como técnica de diagndstico e pela amplitude do diagnostico diferencial. Apesar disso, sabe-se
que os maiores indices de incidéncia e prevaléncia foram descritos no norte da Europa, Reino
Unido e América do Norte, que sdo as regides geograficas historicamente associadas as DII,
contudo, foi possivel verificar uma estabilizacdo destes indices. Em contrapartida, foi possivel
observar uma tendéncia em aumentar nos locais de baixa incidéncia, como o sul da Europa, a
Asia e a maioria dos paises em desenvolvimento (LOFTUS, 2004).

Na América do Norte, as taxas de prevaléncia de DC para hispanicos é de 4,1 para
100.000/ano e de 5,6 para 100.000/ano para os asiaticos, sendo muito inferiores as dos brancos
43,6 para 100.000/ano e afro-americanos 29,8 para 100.000/ano (BAUMGART & CARDING,
2007). Vale ressaltar que existe um estudo que aponta a importancia das diferencas étnicas no
local da doenca e nas suas complicagdes extraintestinais (NGUYEN et al., 2006).

Sabe-se que a RCU e a DC sdo mais comumente diagnosticadas no final da adolescéncia
e no inicio da idade adulta, entretanto, o diagnéstico pode ocorrer em todas as idades. Com
relacdo ao género, pode-se verificar uma predominancia do sexo feminino na DC, podendo
estar relacionado a fatores hormonais, enquanto que na RCU h& predominancia do sexo
masculino (LOFTUS, 2004).

Apesar de extensas pesquisas realizadas na area, ainda ndo existe um consenso sobre a
patogénese dessas doencas, contudo, acredita-se que o processo inflamatorio recidivante seja

decorrente da interacdo de inumeros fatores, como: conteddo do canal alimentar,
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caracterizando-se pela presenca de antigenos bacterianos e/ou alimentares, podendo haver um
aumento da permeabilidade intestinal a esses produtos; e alteragdo na resposta imunolodgica da
mucosa, com a presenca de linfécitos T com uma reatividade anormal. Vale ressaltar que,
embora ainda seja desconhecido, o fator genético esta diretamente relacionado ao
desenvolvimento dessas doencas. Acredita-se que as alteragfes possam estar na funcéo de
barreira epitelial do intestino, nas respostas imunoldgicas, inata e adaptativa e/ou na
composicao da microbiota intestinal (ESBERARD, 2012).

A RCU ¢ caracterizada por uma inflamacgédo difusa da mucosa, estando limitada ao
célon: tem inicio no reto, podendo se difundir proximalmente, de maneira continua, além de
poder envolver a regido periapendicular. Ademais, pode haver o desenvolvimento de uma
ulceracdo extensa na mucosa superficial por conta da associacdo entre uma inflamacéo
proeminente com uma producdo aumentada de diversos mediadores inflamatorios. As
principais caracteristicas histopatoldgicas (figura 1) consistem na presen¢a de um infiltrado
neutrofilico na lamina prépria e nas criptas, com a formacdo de microabscessos, além da
deplecdo de mucina de células caliciformes (XAVIER & PODOLSKY, 2007).

Vale ressaltar que a DC pode envolver qualquer segmento do trato gastrointestinal,
ocorrendo de forma mais comum no ileo terminal ou na regido perianal. As lesGes aparecem de
forma descontinua e pode haver associacdo com a presenca de complicagcdes como estenoses,
abscessos e fistulas. Histologicamente (figura 1), caracteriza-se por um espessamento da
submucosa, inflamacéo transmural, ulceracéo fissurada e granulomas ndo caseosos (KHOR et
al., 2011).

Figura 1. Aspectos histopatoldgicos da retocolite ulcerativa e da doenca de Crohn.

Doenca de Crohn Retocolite ulcerativa

SR T F LAY o . aP
Ly e r‘.o“' 225 3
B

s

L

Granuloma Abcesso das criptas

A esquerda: doenga de Crohn - bidpsia de um ileo terminal com doenca ativa. A figura ilustra um granuloma
discreto composto por macrofagos compactos, células gigantes e células epitelidides. Circundando o nédulo, ha
acentuada infiltracdo de linfécitos, plasmacitos e outras células inflamatérias, mas ndo ha necrose. A direita,
retocolite ulcerativa - bidpsia da mucosa colénica retirada de um paciente com doenga ativa. O abscesso da cripta
é composto de neutréfilos transmigrados e o epitélio circundante exibe caracteristicas de lesdo da mucosa aguda.

Fonte: Xavier & Podolsky, 2007.
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Vaérios fatores podem estar envolvidos no desenvolvimento de inflamagdo da mucosa,

embora a etiologia das DIl ainda ndo seja totalmente compreendida, acredita-se que existam

quatro fatores que possam estar envolvidos (figura 2):

1.

2
3.
4

Desencadeantes ambientais
Fatores genéticos
Defeitos Imunorregulatorios

Fatores microbianos e disfuncdo da barreira intestinal

Figura 2. Padr@es de etiopatogenia das DIl

Desencadeantes

e - 5 Microrganismos
ambientais

e

Funcéo
de
barreira

Fatores genéticos
Imunidade

inata e
adaptativa

DIl

A inflamagcdo intestinal na DIl resulta da alteracdo na interacéo entre os micrdbios residentes e a mucosa.
Isso pode resultar da influéncia de fatores ambientais e/ou fatores do hospedeiro, que variam
dependendo da herancga genética em varios loci de suscetibilidade. Fatores genéticos descobertos até o
momento afetam a fungéo de barreira e a imunidade inata e adaptativa.

Fonte: Xavier & Podolsky (2007)



25

3.1.1.1 Desencadeantes Ambientais

Dentre as diversas possibilidades de desenvolvimento das DII, a forma como os fatores
ambientais estdo envolvidos esta entre os menos compreendidos e mais dificeis de abordar.
Entretanto, os fatores ambientais sdo tdo importantes para o desenvolvimento das DIl quanto a
genética do individuo. Dentre as varidveis mais importantes, estdo: tabagismo, contraceptivos
orais, dieta, higiene, ocupacédo, educacao, clima, poluicdo, estresse e diversos componentes,
como apendicectomia, amigdalectomia, transfusdes de sangue, contato com animais e atividade
fisica. Entre estes, a associacdo mais conhecida é com o tabagismo, mas a reprodutibilidade e
a forca da associacdo com outros fatores de risco necessitam de mais estudos (FIOCCHI, 1998).

Alguns fatores ambientais envolvidos na patogénese das DII estdo descritos abaixo.

e “Ocidentaliza¢do”

Acredita-se que a “ocidentalizagdo” do estilo de vida, com modificagdes na dieta,
tabagismo e variages na exposicao a luz solar, poluicdo e produtos quimicos industriais, esteja
diretamente relacionado a maior prevaléncia das DIl nas regides desenvolvidas, como 0s EUA,
Reino Unido e Escandinavia, da mesma forma que o aumento da incidéncia foi recentemente

observado nos paises em desenvolvimento (HANAUER, 2006).

e Saneamento e exposicdo a infeccbes

Pode-se observar que as condicGes de saneamento estdo inversamente relacionadas ao
desenvolvimento das DI, ou seja, a medida que houve melhora nas condi¢Ges de saide, com
menos infec¢bes e doencas parasitarias, melhores condi¢fes sanitarias, acesso a vacinas e
adocdo de habitos alimentares nas sociedades ocidentais, 0s pacientes foram menos expostos a
infeccBes na infancia, tornando o sistema imunolégico menos preparado para lidar com as

exposi¢coes antigénicas com o passar da vida (ESBERARD, 2012).

e Ocupacéo

A maior incidéncia das DIl tem sido observada em individuos com cargos gerenciais,

administrativos e de vendas, que envolvem tipicamente trabalho sedentario e em ambientes

fechados. Em contraste, entre os agricultores e trabalhadores da construcdo civil observa-se
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baixa incidéncia. Dessa forma, acredita-se que o trabalho desenvolvido ambiente externo e com
atividade fisica, pode atuar como protetor contra as DI, enquanto o trabalho em locais artificiais
confere um risco aumentado (HANAUER, 2006).

e Dieta

Estudos que buscam relacionar dieta e DIl sdo geralmente inconclusivos. Ha algumas
evidéncias de que uma maior ingestdo de &cidos graxos aumenta o risco de DII. Da mesma
forma, acredita-se que a ingestdo frequente de “fast-food” confere um risco 3 a 4 vezes maior
de DIl (HANAUER, 2006).

e Tabagismo

O efeito do tabagismo ou, curiosamente, o efeito oposto do tabagismo sobre o desfecho
de cada forma de DIl representa a conexdo mais intrigante entre os fatores ambientais. Sabe-se
que o tabagismo é um fator de risco independente para recidiva clinica, cirirgica e endoscépica
na DC e influencia a atividade da doenca apds a cirurgia. Enquanto que os adesivos de nicotina
transdérmicos adicionados a terapia convencional melhoram os sintomas em pacientes com
RCU leve a moderada (FIOCCHI, 1998).

3.1.1.2 Fatores Genéticos

A realizacdo de estudos epidemiologicos demonstrou que fatores genéticos estdo
diretamente relacionados a maior suscetibilidade das DIIl. Entretanto, apenas um modelo
genético ndo é suficiente para explicar o desenvolvimento dessas doencas. Vale ressaltar que a
RCU e a DC podem ser disturbios poligénicos heterogéneos e podem compartilhar alguns loci
de suscetibilidade. Contudo, o fenétipo da doenca é determinado por varios fatores, incluindo
interacdo entre as variantes alélicas em varios locais, bem como influéncias genéticas e
ambientais (SATSANGI et al., 2003).

Foram identificados dois grupos NOD2 (também designado por CARD15 e IBD1) como
gene de susceptibilidade na DC, através da utilizacdo de abordagens posicionais de clonagem
e genes candidatos. Desde entdo, varios loci de suscetibilidade adicionais foram identificados
e confirmados por replicacdo: IBD5, IL23R e ATG16L1 (XAVIER, 2007).
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3.1.1.3 Defeitos imunorregulatérios

O epitélio intestinal saudavel é colonizado por bactérias potencialmente pro-
inflamatdrias, mas ha tolerancia pelo organismo, sem o recrutamento de neutréfilos para a
superficie epitelial, por conta do fen6tipo dos macro6fagos residentes no intestino, que nao
expressam receptores para o reconhecimento dessas bactérias. Assim, se houver a expressao
dos receptores TREM-1 na superficie celular de macrofagos, neutrofilos e monadcitos, esses
microrganismos serdo reconhecidos como ndo-proprios e a resposta inflamatoria sera
amplificada, aumentando a degranulacdo e a secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias. Vale
ressaltar que menos de 10% dos macrofagos da lamina prépria intestinal expressam essa
molécula, logo, as respostas inflamatdrias sdo prevenidas (SCHENK et al., 2005).

Dessa forma, existe uma relacdo simbiética entre as bactérias comensais e 0 hospedeiro.
Acredita-se que a exposicdo a essas bactérias comensais regula negativamente 0s genes
inflamatoérios com o bloqueio da ativacéo da via do NF-kB, inibindo, assim, a resposta imune
inflamatdria do intestino a esses microrganismos e a antigenos alimentares aos quais esta
constantemente exposto. Nas DIl esta tolerancia é perdida. A exposicdo a microflora luminal
desencadeia agora uma resposta inflamatdria pelas células que revestem a mucosa, levando a

uma resposta imunitaria crénica e destrutiva (HANAUER, 2007).

3.1.1.4 Fatores microbianos e disfuncdo da barreira epitelial

Os fatores microbianos parecem participar diretamente da patogénese das DII, uma vez
que varios estudos demonstraram que ndo ha o desenvolvimento da doenga quando se utilizam
modelos experimentais que ndo possuem flora intestinal (ESBERARD, 2012). Outras pesquisas
ja demonstraram alguns microrganismos que estdo envolvidos na patogénese das DIl, como:
Mycobacterium paratuberculosis, M paramyxovirus, Listeria monocytogenes, e Helicobacter
hepaticus (COLLETT]I, 2004). Outros estudos sugerem uma ligacéo entre a DC e uma infec¢éao
precoce por sarampo (HENDRICKSON et al., 2002).

Outro fator importante na patogénese das DIl é o aumento da permeabilidade intestinal.
Alguns estudos ja demonstraram que a permeabilidade intestinal se encontra aumentada nos
parentes de primeiro grau dos pacientes, sendo essa caracteristica de extrema importancia, uma
vez que representa um fator predisponente que pode levar a manifestacdo dos sintomas. O

aumento da permeabilidade intestinal pode levar ao aumento do nimero de células B CD45R01
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circulantes, sugerindo que pode haver aumento da absorcéo de antigenos, com o aumento das
células B maduras circulantes (FIOCCHI, 1998).

Estudos em animais mostram uma tendéncia para o desenvolvimento de inflamacéo
severa em areas do intestino que se encontram abaixo do defeito de permeabilidade (BOUMA
& STROBER, 2003). As bactérias do lumen intestinal parecem intensificar ainda mais o defeito
de permeabilidade, estabelecendo um ciclo auto-sustentado de inflamagdo da mucosa que
permite a captacdo e translocacao de bactérias (FARRELL & LAMONT, 2002).

O epitélio intestinal saudavel possui como principal caracteristica juncdes celulares
eficazes contra a passagem de microrganismos e outros antigenos presentes no limen intestinal,
aliado a isso, existe um mecanismo de defesa que impede a ativacdo inadequada do sistema
imune. Entretanto, uma vez que os produtos bacterianos sejam capazes de atravessar essa
barreira, eles entrardo em contato direto com as células do sistema imunoldgico, resultando
numa resposta imune adaptativa classica. Dessa forma, ha producdo intensiva de uma série de
citocinas inflamatdrias, recrutando células adicionais na parede do intestino. Além disso, elas
sdo capazes de aumentar a permeabilidade intestinal, reduzindo as juncdes celulares das células
endoteliais, aumentando a infiltracdo de neutrofilos e o processo inflamatério (HANAUER,
2007).

3.1.2 Estresse oxidativo e as DII

Apesar dos possiveis fatores etioldgicos ja descritos para as DII, ainda existe um quinto
fator, de extrema importancia para a fisiopatologia dessas doencas, o estresse oxidativo (figura
3). Estudos sugerem que a inflamacéo intestinal cronica estd associada a producdo aumentada
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN). Essa superproducdo de ERO/ERN e
0 consequente estresse oxidativo demonstraram ter um papel critico na fisiopatologia das DI

tanto em modelos experimentais quanto em seres humanos (ZHU & LI, 2012).
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Figura 3. Esquema ilustrando a relacdo entre os fatores etiologicos, inflamacgdo e estresse
oxidativo na patogénese das DI

Fatores etioldgicos

e Antigenos bacterianos
e Fatores ambientais
e Agentes quimicos

L N\

Fatores genéticos

NOX, iNOS, MPO
Inflamacdo _ > Estresse oxidativo

NF-«p, outros

Injlria oxidativa no tecido
Perpetuacdo da resposta inflamatoria

4

Desenvolvimento da DII

Fonte: ZHU & LI, 2012

A oxidacdo ocorre de forma natural no metabolismo aerébico, uma vez que durante o
processo de respiracdo celular, sdo produzidas varias espécies reativas de oxigénio (EROs), que
podem ser radicalares, como o anion superdxido (O2" %) e o radical hidroxila (OH") e nédo
radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H202) e o &cido hipocloroso (HOCI). Essas
moléculas possuem elétrons ndo pareados, o que lhes confere uma alta reatividade
(BARREIROS et al., 2006). J& estd bem definido que quando presentes em concentragdes
adequadas, podem exercer varias funcdes benéficas, como atuar na sintese de ATP (energia),
através da cadeia transportadora de elétrons, na fertilizacdo do évulo, na ativacao de genes e
nos mecanismos de defesa durante o processo de infec¢do. Contudo, a producdo excessiva pode
levar a danos oxidativos (BARBOSA et al., 2010).

Numa tentativa de neutralizar ou minimizar os efeitos desses radicais livres, o
organismo possui um eficaz sistema de defesa antioxidante, que pode ser produzido pelo corpo

ou adquirido pela alimentagdo. Segundo Halliwell (2000): “Antioxidante ¢ qualquer substancia
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que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo”.

O sistema de defesa antioxidante proprio do organismo pode atuar de forma enzimatica,
como a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD) ou, ndo
enzimatica, como a glutationa reduzida (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro
(transferrina e ferritina) e acido alfa-lipoico. Ademais, os antioxidantes podem ser adquiridos
pela dieta como o a-tocoferol (vitamina- E), B-caroteno, &cido ascorbico e compostos fendlicos
(BARREIROS et al., 2006).

Sabe-se que quando a producdo de EROs néo for totalmente neutralizada pelos sistemas
antioxidantes do organismo, havendo excesso dessas moléculas, ocorre o processo de estresse
oxidativo. Esse fenbmeno pode resultar na oxidacdo de biomoléculas com consequente perda
de suas funcbes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (BARBOSA et al., 2010).

Dentre as doencas que podem ser causadas pelo estresse oxidativo, tem-se as DII,
diversos estudos ja foram realizados com modelos animais e em humanos na tentativa de
elucidar o papel das ERO/ERN na patogénese dessas doencas. Assim, foi possivel verificar que
existe aumento na produgdo de ERO/ERN, incluindo superédxido, perdxido de hidrogénio, acido
hipocloroso e peroxinitrito, na mucosa do célon em modelos animais de DIl. Em consonancia,
houve reducdo dos niveis dos antioxidantes endégenos no tecido coldnico, incluindo glutationa
e superoxido dismutase (ZHU & LI, 2012).

Além disso, verificou-se que a administracdo de compostos antioxidantes exdgenos era
capaz de prevenir o inicio da doenca ou de retardar o seu desenvolvimento. Normalmente, esse
efeito protetor vem acompanhado da reducdo dos biomarcadores de inflamacdo e estresse
oxidativo no tecido coldnico e no sangue periférico. A evidéncia mais convincente para uma
relacdo de causa e efeito entre o estresse oxidativo e as DIl vem de estudos utilizando modelos
animais manipulados geneticamente, assim como modelos quimicos para modificar
seletivamente enzimas antioxidantes do célon. Por exemplo, a superexpressdo transgénica de
Cu, ZnSOD ou transferéncia de gene SOD extracelular ex vivo resultou na atenuacdo da colite
induzida por DDS em camundongos (ZHU & L1, 2012).

3.2 ACIDO ALFA-LIPOICO

O écido alfa-lipoico (AAL), também denominado de acido tiéctico ou acido 1,2-

ditiolano-3-pentanoico (CgH1402S;), esta presente na maioria das células eucaridticas e
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procarioticas, desempenhando um papel central no metabolismo energético, uma vez que
compde o complexo piruvato desidrogenase, atuando na descarboxilagédo oxidativa do piruvato
(figura 4), processo essencial para a conversdo do piruvato em acetil-CoA, etapa subsequente a
glicolise no processo de respiracdo celular (NAVARI-IZZO et al., 2002). Foi isolado pela
primeira vez por Reed e colaboradores, a partir de figado bovino, em 1951 (GORACA et al.,
2011). Entretanto, a sua existéncia ja era conhecida desde 1930, quando foi descoberto que um
“fator de crescimento da batata” era necessario para o crescimento de algumas bactérias
(NAVARI-1ZZ0 et al., 2002).

Figura 4. Descarboxilacdo oxidativa do piruvato a acetil-CoA pelo complexo da piruvato

desidrogenase.
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Fonte: Nelson & Cox, 2002.

E um composto organossulfurado derivado do &cido octanoico, com a presenca de um
grupo acido carboxilico em uma extremidade e um grupo dissulfeto redox na outra, formando
um anel ditiolano (figura 5). O carbono na posicdo seis possui quatro ligantes distintos,
constituindo um centro quiral, logo € um composto opticamente ativo, ou seja, consegue desviar
0 angulo da luz polarizada (MOURA et al., 2015).
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Figura 5: Molécula de &cido alfa lipoico.
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Fonte: Autoria propria.
Por apresentar um carbono assimétrico, possui dois enantibmeros: AAL-R, forma
sintetizada pelo organismo e que se liga as proteinas, e 0 AAL-S. Vale ressaltar que a mistura

racémica esta disponivel comercialmente, ou seja, AAL-R e AAL-S (figura 6) (GORACA et
al., 2011).

Figura 6: Formas enantioméricas do AAL.
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Fonte: Autoria propria.

Sabe-se que os dois grupos tiol podem estar oxidados, constituindo o AAL, ou
reduzidos, formando o acido dihidrolipoico (ADHL) (figura 7). A forma reduzida possui
capacidade de interagir com as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS)
de maneira mais intensa do que a forma oxidada, contudo, ambas as formas possuem capacidade
antioxidante, ou seja, sdo capazes de eliminar radicais livres (GORACA et al., 2011; MOURA
et al.,2015).
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Figura 7: Formas oxidada e reduzida do &cido lipoico.
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Fonte: Autoria propria.

Outra caracteristica importante consiste na capacidade em atuar nos meios hidrofilico e
lipofilico, embora o composto seja insoltvel em agua na sua forma molecular (2,24 x 10 g/L),
a sua base conjugada, o lipoato, possui maior solubilidade, sendo a forma predominante em
condicdes fisioldgicas, isso permite a manutenc¢do da atividade antioxidante no citoplasma e na
membrana plasmatica celular. Ademais, o potencial redox do par AAL/ADHL fica em torno de
-0,32V. O conjunto dessas caracteristicas permitiu a denominacao do AAL como “antioxidante
universal” (MOURA et al., 2015).

3.2.1 Biossintese do AAL

Apesar da riqueza de informacdes acerca do grupo prostético lipoil, bem como as suas
funcdes em diferentes complexos enzimaticos, como na piruvato desidrogenase e/ou na a-
cetoglutarato, a biossintese do AAL ainda ndo esta bem compreendida nos organismos
procariontes e eucariontes. Acredita-se que, nos procariontes, o precursor seja o acido octanoico
e 0 grupo carbonossulfureto seja resultado da acdo enzimatica da lipase do AAL (NAVARI-
1ZZ0 et al., 2002).

Sabe-se que a biossintese do AAL nos eucariotos ocorre nas mitocondrias, em estudo
realizado por Wada e colaboradores (1997), cuja finalidade foi verificar a funcdo da proteina
transportadora de acil (PTA) em mitocondrias isoladas de ervilhas, os pesquisadores
descobriram que a PTA est4 envolvida na sintese “de novo” de 4cidos graxos e que a principal
funcdo desta via € a sintese de precursores do AAL. Em outro estudo, Jordan e Cronan (1997)

também encontraram uma transferase de lipoato que utiliza lipoil-PTA, como doador de lipoato
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aos complexos de desidrogenase. Um esquema da possivel rota biossintética pode ser

visualizada na figura 8.

Figura 8: Rota biossintética proposta para o AAL.
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Fonte: Navari-lzzo et al., 2002.

3.2.2 Potencial Terapéutico do AAL

Muitos estudos estdo sendo realizados com a finalidade de verificar o potencial
terapéutico do AAL, nos quais foram encontrados excelentes resultados para esta molécula
como antioxidante e anti-inflamat6rio em sistemas in vitro e in vivo (MOURA et al., 2015).
Sabe-se que existe uma relacdo intima entre o estresse oxidativo e o processo inflamatério, uma
vez que as EROs podem ativar o fator de transcricdo NF-f, que possui muitas citocinas
inflamatdrias entre os seus genes alvos. Por outro lado, a inflamacédo pode induzir a formacéo
de EO, como por exemplo, no caso de producdo de EROs por neutréfilos polimorfonucleares
(GHEZZI et al., 2018). O estresse oxidativo também desempenha um papel importante na
patogénese de muitas outras doencas, como sindrome do desconforto respiratorio, artrite
reumatoide, distarbios inflamatérios locais ou sistémicos, sepse, diabetes, aterosclerose e
cancer (ODABASOGLU et al., 2011).

3.2.2.1 Farmacologia Antioxidante do AAL

O AAL ¢é considerado um antioxidante ideal por ser absorvido através da dieta e

convertido pelas células e tecidos em uma forma utilizavel, pela sua capacidade de interagir
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com compostos tanto na membrana celular quanto no citoplasma e sua baixa toxicidade
(GORACA et al., 2011). Biewenga e colaboradores (1997) relataram que essa atividade ocorre
através de quatro mecanismos possiveis: capacidade de quelar metais, neutralizar diretamente
as EROs, regenerar antioxidantes enddgenos e reparar sistemas.

A capacidade de quelar metais pode resultar em atividade antioxidante ou pro-oxidante.
A atividade antioxidante é obtida quando um complexo é formado no qual o metal é protegido
e todos os locais de coordenagéo para 0 O séo ocupados ou quando a densidade eletronica é
retirada do metal para o quelante, portanto, os elétrons ndo podem ser transferidos para O,. A
atividade pré-oxidante € obtida quando os locais de coordenacdo para O. estdo presentes e 0
metal é reduzido. O ligante transfere elétrons para o metal, e os elétrons s&o transferidos para
O2. O metal de transi¢cdo mais importante no estresse oxidativo é o ferro (BIEWENGA et al.,
1998). O AAL e o ADHL possuem capacidades distintas de quelar varios ions metélicos, assim,
estudos in vitro demonstraram que o AAL se liga, preferencialmente aos fons Cu?*, Zn?* e Pb?*,
mas ndo pode quelar Fe**, enquanto o ADHL forma complexos com Cu?*, Zn?*, Pb?*, Hg** e
Fe3* (SHAY et al., 2009).

Quimicamente, os grupos tiol de AAL e ADHL os tornam capazes de capturar uma
variedade de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs). O par redox AAL-
ADHL apresenta um potencial de redugdo padrdo de -0,32V, tornando o ADHL um dos
antioxidantes naturais mais potentes. Estudos ja demonstraram a capacidade que esses
compostos possuem de neutralizar as EROs, assim, tanto o AAL quanto o ADHL podem
eliminar os radicais hidroxila e o acido hipocloroso, enquanto o AAL também elimina o
oxigénio singlete. Entretanto, nenhuma das duas formas é eficaz na eliminag&o do peroxido de
hidrogénio. O AAL, e especialmente o ADHL, tem a capacidade de eliminar o hipoclorito.
Além disso, o ADHL parece regenerar outros antioxidantes enddgenos (por exemplo, vitaminas
C e E) etem a propriedade de neutralizar os radicais livres sem se tornar um no processo (SHAY
et al., 2009).

3.2.3 Farmacocinética do AAL

Diversos estudos ja foram realizados a fim de verificar a biodisponibilidade de uma dose
oral de AAL, revelando que a absorcdo ocorre rapidamente no trato gastrointestinal, elevando
0s niveis plasmaticos desse composto. Em trabalho realizado por Breithaupt-Grogler e
colaboradores (1999), foi possivel observar que as concentragdes plasmaticas maximas eram

evidentes entre 0,5 e 1 hora apos uma dose oral, além disso, os autores também notaram uma
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biodisponibilidade diferencial entre os enantibmeros R e S, tanto em relagdo a concentragao
plasmética méaxima quanto a AUC, sendo que os dois foram significativamente maiores para a
forma R quando comparado a forma S (figura 9). Esses resultados foram confirmados por Smith
e colaboradores (2004), uma vez que eles também conseguiram observar uma rapida absorcéo

e depuracdo em individuos ap6s a administracéo oral de AAL.

Figura 9. Absorcéo e eliminacdo do AAL por via oral
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Fonte: Breithaupt-Grogler e colaboradores (1999)

Dessa forma, pode-se observar que a absorcdo do AAL ocorre de maneira efetiva ao
longo do trato gastrointestinal, sendo observado pelo aumento da concentracdo plasmatica,
entretanto, de maneira igualmente réapida, ocorre a eliminacdo desse composto, sendo reflexo
da distribuicdo para os tecidos, bem como da filtracdo glomerular e sua excrecdo renal. A
distribuicdo do AAL ocorre principalmente, mas transitoriamente, no figado, coracdo e musculo
esquelético (SHAY et al., 2009).
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3.2.4 Seguranca e toxicidade do AAL

Apesar do AAL ser um composto naturalmente sintetizado pelo organismo humano, a
sua utilizacdo como suplemento alimentar aumentou de forma significativa e questionamentos
acerca de sua seguranca e eficacia foram surgindo. Apesar de ndo ter sido estabelecido um
limite superior de consumo em seres humanos, niveis seguros para ingestdo oral aguda de AAL
foram definidos em animais, com diferencas marcantes a depender da espécie. Assim, foi
estabelecida a dose letal que matou 50% da amostra (DL50) em cées, como sendo de 400-500
mg de AAL/Kg de peso corporal; em ratos esse valor foi maior, sendo maior que 2000 mg/kg
de peso corporal. Nessa dose, alguns ratos demonstraram reducdo dos sinais de bem-estar,
incluindo sedacdo, apatia, piloerecdo, postura encurvada e/ou fechamento ocular. Ndo houve
efeito do tratamento observavel no ganho de peso corporal ou no exame patologico
macroscopico (SHAY et al., 2009).

Em estudo realizado por Cremer e colaboradores (2006) houve avaliagdo da toxicidade
aguda, subcrdnica de quatro semanas e analise da genotoxicidade pelo teste do microndcleo.
Os autores verificaram uma DLso > 2000 mg/kg de peso corporal para ratos, confirmando
estudos realizados anteriormente, indicando uma baixa toxicidade, entretanto, no ensaio do
micronucleo realizado com camundongos, 6/19 machos e 4/17 fémeas morreram como
resultado do tratamento por sonda oral com AAL na dose de 825 mg/Kg de peso corporal. Isso
demonstra que camundongos sdo mais susceptiveis aos efeitos toxicos agudos do AAL quando
comparados aos ratos.

Ja foram realizados diversos ensaios clinicos para avaliar a eficacia e a presenca de
efeitos adversos do AAL em seres humanos. Assim, 0s ensaios clinicos ALADIN (1, 1l e I11),
SYDNEY (I e Il) e ORPIL utilizaram suplementos de AAL até 2400 mg/dia sem efeitos
adversos relatados em comparagdo ao placebo. O AAL também foi administrado por via
intravenosa em doses de 600 mg/dia por trés semanas, sem evidéncia de efeitos colaterais sérios
(ZIEGLER et al., 1995). Doses orais de 1800 mg de LA (600 mg t.i.d.) durante 6 meses ndo
provocaram efeitos adversos significativos em comparacdo com o placebo (ZIEGLER et al.,
1999). O LA tem sido utilizado na Alemanha ha mais de 50 anos como terapia para a neuropatia
e retinopatia diabética (SHAY et al., 2009).
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Capitulo 1

Utilizacdo do acido alfa-lipoico como adjuvante no tratamento das Doencas

Inflamatdrias Intestinais: Uma Prospeccdo Cientifica e Tecnologica

Grasielly Rocha Souza?, Antonia de Sousa Leal?, Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida®,
Livio César Cunha Nunes?

! Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Piaui - UFPI,
Teresina-Pl

2 Universidade Federal do Maranhdo — UFMA, Grajau-MA

Programa de Pés-Graduagdo em Recursos Naturais do Semiarido, Universidade Federal do Vale do
Séo Francisco-Univasf, Petrolina-PE

RESUMO

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) caracterizam-se pelo carater crénico e recidivante do
processo inflamatdrio, podendo acometer qualquer segmento do trato gastrointestinal e de
forma descontinua, como na doenca de Crohn (DC) ou podendo estar limitado ao célon e reto,
ocorrendo de forma continua, como na retocolite ulcerativa (RCU). Sabe-se que 0 processo
inflamatdrio esta diretamente relacionado ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO)
e de nitrogénio (ERN), levando ao estresse oxidativo, que culmina com a liberacdo de mais
mediadores inflamatérios, agravando o quadro clinico. Logo, acredita-se que a utilizacdo de um
agente antioxidante seria eficaz na melhora do quadro clinico dessas doencas. Assim, esse
estudo foi realizado com o objetivo de verificar, na literatura cientifica, a utilizacdo do acido
alfa-lipoico (AAL) no tratamento dessas doencas, além disso, realizar uma prospecc¢do
tecnoldgica para verificar se ha produtos disponiveis com esse composto para o tratamento das
DII. Para isso, foi realizada uma prospecc¢éo cientifica utilizando-se a metodologia PICo nas
bases de dados PubMed, Web of Science e Scopus. Foram obtidos 45 artigos nas bases de dados
pesquisadas, sendo 10 na plataforma PubMed, 17 na Web of Science e 18 na Scopus. Apoés a
exclusdo dos artigos pelos critérios estabelecidos, restaram nove artigos. A maioria dos estudos
demonstrou que o AAL ¢ eficaz para o tratamento das DIl principalmente por sua acao
antioxidante e anti-inflamatoria, sendo uma molécula promissora para utilizacdo como
adjuvante no tratamento dessas doencas. A prospec¢do tecnoldgica foi realizada nas bases
WIPO, Espacenet, USPTO e INPI, sendo verificados 29 depdsitos de patentes com a

combinacdo dos termos “alpha-lipoic acid” AND inflammation, apds anélise desses resultados
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e adocdo dos critérios de exclusao, verificou-se que haviam 10 documentos. Além disso, a
combinag¢do dos termos “alpha lipoic acid” AND “inflammatory bowel disease” e “alpha lipoic
acid” AND “Crohn disease” resultaram em 1 patente para cada combinagdo. Logo, essa area

possui grande possibilidade de investigacéo.

Palavras-chave: Antioxidante; Acido tidctico; Colite Ulcerativa; Doenga de Crohn.

ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are characterized by the chronic and recurrent character of
the inflammatory process, which can affect any segment of the gastrointestinal tract and in a
discontinuous way, as in Crohn's disease (DC) or may be confined to the colon and rectum,
occurring ulcerative colitis (RCU). It is known that the inflammatory process is directly related
to the increase of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RN), leading to oxidative stress,
which culminates with the release of more inflammatory mediators, aggravating the clinical
picture. Therefore, it is believed that the use of an antioxidant would be effective in improving
the clinical picture of these diseases. Thus, this study was carried out with the objective of
verifying the use of alpha-lipoic acid (LAA) in the treatment of these diseases in the scientific
literature, in addition to carrying out a technological prospection to verify if there are products
available with this compound for the treatment of IBD. For this, a scientific prospection was
carried out using the PICo methodology in PubMed, Web of Science and Scopus databases.
There were 45 articles in the databases searched, 10 on the PubMed platform, 17 on the Web
of Science and 18 on Scopus. After articles were excluded by the established criteria, nine
articles remained. Most studies have demonstrated that AAL is effective in the treatment of
IBD mainly because of its anti-inflammatory and anti-inflammatory action and is a promising
molecule for use as an adjuvant in the treatment of these diseases. Technological prospecting
was carried out at the WIPO, Espacenet, USPTO and INPI databases. Twenty-nine patent
deposits were verified with the combination of the terms "alpha-lipoic acid" AND
inflammation, after analyzing these results and adopting the exclusion criteria. there were 10
documents. In addition, the combination of the terms "alpha lipoic acid” AND "inflammatory
bowel disease” and "alpha lipoic acid" AND "Crohn disease” resulted in 1 patent for each
combination. Therefore, this area has great possibility of investigation.

Keywords: Antioxidant; Thioctic acid; Ulcerative Colitis; Crohn's disease.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Crohn e a colite ulcerativa sdo desordens inflamatorias crénicas e
recidivantes que acometem o trato gastrointestinal. Podem ser denominadas coletivamente
como doencas inflamatérias intestinas (DII), vale ressaltar que outras patologias, menos
comuns, também estdo incluidas nesse grupo (FERRAZ, 2016).

De modo geral, as DIl possuem como sintomatologia desconforto ou dor abdominal,
diarreia seguida de sangramento, febre, perda de peso, entre outras. Histologicamente, pode-se
observar a formacdo de abcesso com distor¢do das criptas e infiltracdo de células do sistema
imune, principalmente neutrdéfilos e linfocitos (BAUMGART & CARDING, 2007).

A realizacdo de estudos clinicos e experimentais demonstrou que tanto o inicio como a
progressdo dessas doencas ocorre de modo multifatorial, estando envolvidos o fator genético,
o0 sistema imune do individuo, além de fatores ambientais. Sabe-se que nos individuos com
envolvimento do fator genético, o processo inflamatério cronico resulta na disfuncdo da barreira
mucosa, podendo levar a invasdo de microrganismos e ativacdo de uma resposta imune
inadequada, com o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
(EROs/ERNS) (BRENNA et al., 2013).

O aumento da producdo de EROs e ERNs possui um papel central no processo
inflamatorio, uma vez que a liberacdo desses compostos ocorre através da ativagdo de células
pré-inflamatorias e de enzimas oxidativas, como NADPH oxidase, mieloperoxidase (MPO) e
oxido nitrico sintase induzivel (NOSI). Entretanto, se houver um desequilibrio entre esses
produtos e os mecanismos de defesa antioxidantes, pode haver aumento da lesé&o, reducédo dos
niveis de agentes antioxidantes, como a glutationa, ativacao do fator de transcri¢do nuclear kB
(NF-xB), resultando na ativacdo de mais células pro-inflamatérias (MAZZOLIN, 2013).

Nesse contexto, a utilizacdo de agentes antioxidantes como adjuvante no tratamento das
DIl tem mostrado melhora significativa das manifestac6es clinicas (VONG et al., 2012). O
acido alfa-lipoico (AAL) é um composto organossulfurado derivado do &cido octandico,
caracteriza-se pela presenca de oito atomos de carbono, um grupo &cido carboxilico em uma
extremidade e um dissulfeto redox na outra, formando um anel ditiolano (figura 1). O carbono
na posicao seis possui quatro ligantes distintos, sendo denominado de assimétrico, constituindo
um centro quiral, logo € um composto opticamente ativo, ou seja, consegue desviar o angulo da
luz polarizada (MOURA et al., 2015).
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Figura 1. Molécula de AAL.
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Fonte: Autoria propria.

Muitos estudos estdo sendo realizados com a finalidade de verificar o potencial
terapéutico do AAL, nos quais foram encontrados excelentes resultados para esta molécula
como antioxidante e anti-inflamatério em sistemas in vitro e in vivo. Sabe-se que 0 processo
inflamatdrio esta diretamente relacionado ao desequilibrio redox e, consequentemente, com a
patogénese de diversas doencas, tais como: o cancer, as complicacGes do diabetes, doencas
cardiovasculares, desordens neuroldgicas, como a epilepsia, entre outras (MOURA et al.,
2015).

Nesse contexto, essa revisdo foi realizada com o objetivo de verificar a utilizacdo do
AAL como tratamento principal ou adjuvante nas DIl em ensaios pré-clinicos através da

producdo cientifica e tecnoldgica.

2 METODOLOGIA

A prospecgdo cientifica foi realizada utilizando a metodologia PICo (Problema,
Interesse e Contexto), direcionada para estudos pré-clinicos, em que foi formulada uma
pergunta direcionadora da pesquisa e, a partir disso, foram retiradas as palavras-chave
correspondentes a cada termo.

Assim, apds avaliar o problema a ser resolvido, formulou-se a seguinte pergunta: “O
acido alfa-lipoico, por apresentar propriedades antioxidantes relevantes, pode ser utilizado
como adjuvante no tratamento das DII?”. Os descritores e/ou palavras-chave selecionadas estao

descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Descritores e/ou palavras-chave selecionados, segundo a metodologia PI1Co.

. AND R
(‘ ')
PROBLEMA p INTERESSE ﬂ CONTEXTO

Thioctic acid Antioxidants Inflammatory bowel disease
OR  Alpha lipoic acid OR Free radicals OR Mucous colitis
Lipoic acid Oxidative stress Irritable colon

Crohn disease
Crohn's enteritis
Granulomatous Colitis
Colitis

Fonte: Autoria propria.

A pesquisa foi realizada para cada palavra-chave individualmente e os resultados foram
combinados com os operadores booleanos “OR” dentro de cada coluna e “AND” entre as
colunas. Foram avaliados os artigos das bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science,
sendo realizada em agosto de 2017. Vale ressaltar que os estudos duplicados e aqueles com
assuntos divergentes no titulo e/ou resumo foram excluidos.

Para a realizacdo da prospeccdo tecnoldgica, foram utilizadas as palavras-chave
dispostas na Tabela 2. As buscas foram realizadas nas bases de dados de patentes WIPO,
Espacenet, USPTO e INPI, verificando a presenca dos termos no titulo e/ou resumo. Foram

excluidas as patentes duplicadas e aquelas com assuntos divergentes do objetivo da pesquisa.
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Tabela 2. Palavras-chave utilizadas na prospeccéo tecnoldgica.

“Thioctic acid”

“Thioctic acid” AND inflammation

“Thioctic acid” AND “Inflammatory bowel disease”

“Thioctic acid” AND “mucous colitis”

“Thioctic acid” AND “irritable colon”

“Thioctic acid” AND “Crohn disease”

“Thioctic acid” AND “Inflammatory bowel disease ” AND “oxidative stress”
“Thioctic acid” AND inflammation AND “stress oxidative”

“Alpha-lipoic acid”

“Alpha-lipoic acid” AND inflammation

“Alpha-lipoic acid” AND “Inflammatory bowel disease ”

“Alpha-lipoic acid” AND “mucous colitis”

“Alpha-lipoic acid” AND “irritable colon”

“Alpha-lipoic acid” AND “Crohn disease”

“Alpha-lipoic acid” AND “Inflammatory bowel disease” AND “oxidative stress”
“Alpha-lipoic acid” AND inflammation AND “stress oxidative”

Fonte: Autoria propria.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Prospeccao Cientifica
Foram obtidos 45 artigos nas bases de dados pesquisadas, sendo 10 na plataforma
PubMed, 17 na Web of Science e 18 na Scopus. Ap6s a exclusdo dos artigos duplicados e dos

que estavam fora do objetivo do estudo, restaram nove artigos. A figura 2 mostra a quantidade

de trabalhos antes e apds a adocao dos critérios de exclusdo.
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Figura 2. Artigos selecionados pela metodologia PICo antes e apos a selecdo pelos critérios
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Fonte: Autoria propria.

O primeiro trabalho publicado com a finalidade de verificar uma possivel atividade anti-
inflamatoria e antioxidante do AAL na colite ulcerativa data de 2007, mostrando ser um campo
de pesquisa relativamente novo. Além disso, pode-se observar que todos os trabalhos avaliaram
a utilizacdo do AAL nas DIl utilizando apenas modelos animais para colite ulcerativa
envolvendo o célon, com excec¢do do trabalho realizado por Kolgazi e colaboradores (2007),
que induziu ileite e colite. A inducdo da inflamacdo foi realizada com os agentes quimicos
sulfato de sddio dextran (SSD), acido acético ou &cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). Os

principais resultados estdo apresentados no quadro 1.



Quadro 1. Principais resultados das publicagdes cientificas sobre a utilizacdo do AAL nas DII.

Autores Situacdo clinica Modelo animal Tratamentos Principais resultados
Kangawa et al., Carcinoma colorretal | Camundongos Antocianina 5,0% O AAL ndo demonstrou atividade anti-
2017 induzido por azoximetano/ | fémeas BALB/c inflamatdria e nem preveniu a proliferagéo

sulfato de sédio dextran | com 4 semanas Cilostazol 0,3% celular.
(SSD); proliferagéo celular

em células de cancer de Isoquercitrina

célon e em células epiteliais modificada

da mucosa com colite aguda enzimaticamente 1,5%

induzida por SSD. )
Acido alfa-lipoico 0,2%

Foram adicionados na
alimentacéo dos animais

Kangawa et al., | Colite induzida por 5% de | Camundongos Cilostazol 0,3% Houve supressdo da diarreia em todos 0s
2016 SSD fémeas BALB/c grupos tratados, o AAL reduziu os niveis
com 4 semanas Isoquercitrina plasmaticos de IL-6 e TNF-a, além de atuar

modificada na modificagdo da adesdo celular, regulacéo

enzimaticamente 1,5% do citoesqueleto, proliferagdo celular e
apoptose. Foi capaz de prevenir o edema
Acido alfa-lipoico 0,2% | submucoso e a infiltragio de células
inflamatorias.

Foram adicionados na
alimentacéo dos animais

Moura et al., 2016 | Colite  ulcerativa leve | Ratos machos | AAL 100 mg/kg/dia NAC figado:4 SOD
induzida com 2% de SSD Wistar adultos
N-acetilcisteina (NAC) | NAC célon: ¥ MDA, MPO, SOD, H,0;
100 mg/kg/dia
AAL figado:# MDA, CAT, GPx e GSH
AAL + NAC 100
mg/Kg/dia AAL célon: sem alteracdes




Foram adicionados na
alimentacdo dos animais.

NAC + AAL figado: # TNF-a, INFy, H202

NAC + AAL cdlon: U TNF-a e IL-10

Piechota-Polanczyk
et al., 2016

Colite ulcerativa induzida
com 4% de SSD

Camudongos
machos
BALBc/C57

Grupo 1: controle
Grupo 2: DSS 4%

Grupo 3: AAL 25 mg/kg
(i.p) 21 dias

Grupo 4: AAL 50 mg/kg
(i.p) 21 dias

Grupo 5: DSS 4% +
AAL 25 mg/kg por 14
dias

Grupo 6: DSS 4% + 50
mg/kg por 14 dias

v Danos ao célon,
eNOS/eNOS total

IL-6, relacdo p-

4 MPO, cav-1, expressdo de OH-1 e p-
eNOS/eNOS total

O AAL ndo influenciou nos niveis das
citocinas pro-inflamatorias

El-Gowelli et al.,
2015

Colite ulcerativa induzida
por &cido acético (AA) 5%
viv

Ratos machos com
6 meses de idade

Grupo 1. Controle
negativo

Grupo 2: AA 5%viv
ImL/rato/dia via intra-
retal

Grupo 3: AA + AAL 35
mg/kg (ip)

Grupo 4: AA +
ciclosporina A 5 mg/kg
(sc)

AAL impediu a perda de peso corporal;
relacdo peso/comprimento do cdlon normal;
score normal para a formagcao de Ulceras

4 GSH,¥ MDA e restaurou a atividade da
SOD e CAT

Concentracdo plasmatica de PCR e TNF-a
normais

4 Expressdo génica de VEGF, TGF-Bl1 e
miR-21e ¥ de COX-2
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Grupo 5: AA + AAL+
Ciclosporina A

A associagdo com a ciclosporina néo
apresentou efeitos benéficos.

Sun et al., 2015

Colite ulcerativa induzida
por &cido trinitrobenzeno
sulfénico (TNBS)

Camundongos
machos BALB/c

Grupo 1: Controle

Grupo 2:
AAL 80 mg/Kg

Grupo 3: Colite induzida
por TNBS

Grupo 4: AAL 80
mg/Kg + colite

Facilitou a recuperagéo das alteracdes no
co6lon, com 4 peso corporal, y indice de
massa do colon e do score histopatolégico

Inibiu a apoptose - 4 Bcl-2 eV Baxe
atividade das caspases 3 e 9

v MDA, NO, iNOS e 4 atividade da SOD e
o teor de GSH

Inibiu a fosforilagdo da ERK, JNK e p38

Trivedi
2013

& Jena,

Colite ulcerativa induzida
por SSD

Camundongos
machos Swiss

Grupo 1: agua por 28
dias

Grupo 2: AAL 80 mg/Kg
por 28 dias

Grupo 3: SSD 3% por 7
dias, remissdo por 14
dias e retorno por 7 dias

Grupo 4: SSD 3% +
AAL 20 mg/kg por 7
dias, remissédo por 14
dias e retorno por 7 dias

Grupo 5: SSD 3% +
AAL 40 mg/kg por 7
dias, remissdo por 14
dias e retorno por 7 dias

v gravidade da colite ulcerativa pela ¥ da
inflamacdo, EO, fibrose, dano ao DNA e
citotoxicidade no célon

v permeabilidade intestinal e do nivel
plasmético de LPS.
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Grupo 6: SSD 3% +
AAL 80 mg/kg por 7
dias, remissdo por 14
dias e retorno por 7 dias

Sehirli et al., 2008

Colite ulcerativa induzida
por TNBS

Ratos Sprague-
Dawley dos dois
Sexos

Grupo 1: Controle —1mL
de salina via intra-retal

Grupo 2: Colite induzida
por TNBS + AAL 80
mg/Kg vo

Grupo 3: Colite induzida
por TNBS + salina vo

v Peso Umido do célon, score das lesdes
macroscopicas, LDH, TNF-a, IL-1p e IL-6 e
4 capacidade antioxidante total;

Anélise histopatoldgica —
v Edema e congestdo dos vasos, mas as
células PMN estavam presentes

¥ MDA, MPO, fragmentaciio do DNA e 4
GSH

N&o reverteu 0 acumulo de colageno

Kolgazi et al., 2007

Colite ulcerativa induzida
por TNBS

Ratos Sprague-
Dawley

Grupo 1: lleite - AAL
25 mg/Kg ip

Grupo 2: Colite - AAL
25 mg/Kg ip

Reverteu 0s scores macroscopicos, as
alteragdes microscopicas e a peroxidacéo
lipidica, comy MDA e 4 de GSH,
prevencdo do aumento de MPO e CL nos
tecidos acometidos.

Fonte: Autoria propria
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Dessa forma, pode-se observar que o AAL apresentou resultados relevantes nos
modelos avaliados, reduzindo os mediadores inflamatorios e/ou do estresse oxidativo, além de
apresentar outras funcdes relevantes, como anti-apoptética, e na prevencao de danos ao DNA.
De modo geral, as atividades terapéuticas atribuidas ao AAL devem-se as suas propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes.

Ao longo dos anos foram desenvolvidos varios modelos animais para avaliar as DII.
Embora nenhum deles consiga mimetizar a complexidade dessas doengas nos seres humanos,
sdo validos para avaliar alguns aspectos da patogénese, bem como as op¢Ges terapéuticas. Os
modelos que utilizam agentes quimicos para induzir colite ou ileite em murinos sdo 0s mais
utilizados. Vale ressaltar que o SSD é utilizado nos modelos de colite por acumular-se no colon,
perturbando a barreira epitelial e induzindo uma resposta inflamatdria secundaria, caracterizada
pela produgdo aumentada de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1p, IL-6 e TNF-o (PERSE;
CERAR, 2012).

O modelo de colite induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) através da
administracdo intracoldnica de solucbes de TNBS diluidas em etanol tem a capacidade de gerar
um processo infamatorio difuso no célon. Morfologicamente, caracteriza-se pelo aumento da
infiltracdo leucocitaria, com formacdo de edema e ulceracdo, podendo evoluir para um estagio
cronico, sendo semelhante a doenca de Crohn. Acredita-se que o processo tenha inicio com o
etanol, uma vez que este desorganiza a barreira mucosa, permitindo a passagem do TNBS
através da membrana, o qual se liga a substancias de alto peso molecular, como proteinas de
superficie celular no tecido colénico. Dessa forma, ha formacao de um processo inflamatério e
de outras reacdes imunoldgicas, que por sua vez podem levar a geracdo de EROs e outros
mediadores (por exemplo, citocinas e prostaglandinas). Assim, o desenvolvimento de novos
farmacos capazes de sequestrar esses radicais livres e de estabilizar a estrutura das membranas
proporcionaria novas oportunidades terapéuticas (SEHIRLI et al., 2008).

Sabe-se que a colite ulcerativa estd associada ao aumento dos niveis plasmaticos de
varios marcadores do processo inflamatério, como a mieloperoxidase (MPO), interleucinas
(IL)-1B, IL-6, IL-17, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator nuclear kappa B (NFxp) e
ciclo-oxigenase 2 (COX-2). Ademais, 0 estresse oxidativo estd intimamente relacionado ao
processo inflamatorio, também sendo capaz de alterar alguns marcadores sensiveis a mudanca
redox do meio, como o fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e os dois processos

sdo capazes de gerar fibrose e danos ao DNA em diferentes 6rgdos (TRIVEDI; JENA, 2013).
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No trabalho realizado por Kangawa e colaboradores (2017), a finalidade foi avaliar a
capacidade de prevencdo do farmaco inibidor da fosfodiesterase-3, cilostazol (CZ), e dos
antioxidantes, isoquercitrina modificada enzimaticamente (EMIQ) e AAL, contra a colite
induzida por SSD e contra o cancer colorretal induzido por azoximetano (AOM) em
camundongos. Os antioxidantes foram avaliados por apresentar atividade anti-inflamatdria.

Além disso, avaliou-se uma possivel atividade anticancer direta, por meio da analise da
atividade proliferativa em linhagens celulares de cancer de colon e em células epiteliais da
mucosa com colite aguda induzida por SSD.

Os resultados demonstraram que o AAL ndo apresentou atividade satisfatoria por
auséncia de atividade anti-inflamatdria, contrapondo-se ao trabalho realizado pelo mesmo
grupo de pesquisas no ano anterior (Kangawa et al., 2016). Eles atribuiram esse resultado
negativo a forma de administracdo do composto, que foi adicionado a alimentacao dos animais.
Sabe-se que o AAL possui sensibilidade a luz e a umidade, logo a molécula pode ter sofrido
degradacéo e, consequentemente, a perda da atividade.

O trabalho realizado por Kangawa e colaboradores (2016), com o objetivo de verificar
a atividade anti-inflamatéria do AAL em modelo de colite induzida por SSD em camundongos,
foi possivel observar que as citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-a tiveram os seus niveis
plasméticos reduzidos com a manutencdo da producdo de mucina, havendo prevencdo da
degeneracédo epitelial e da necrose. Além disso, houve reducdo do edema submucoso e do
infiltrado de células inflamatorias, principalmente neutréfilos e macréfagos, na lamina propria
e na submucosa. Uma andlise por microarray demonstrou valores estatisticamente
significativos para a regulacdo dos genes responsaveis pela apoptose, sinalizacdo de
quimiocinas, replicacdo de DNA, adeséo focal, controle do ciclo celular G1 a S, sinalizagéo de
IL-3 e IL-5, adesdo celular mediada por integrina, sinalizacdo MAPK, sinalizacdo TLR,
sinalizacdo de interferon tipo Il, entre outros. Esses dados demonstram que o AAL apresentou
atividade anti-inflamatoria no modelo utilizado. Vale ressaltar que ndo foram encontrados
efeitos adversos no figado dos animais.

Em 2016, Moura e colaboradores investigaram uma forma mais branda da colite
ulcerativa, induzindo em ratos com SSD 2%, com a finalidade de mimetizar a forma da doenga
mais prevalente na populagdo. Além disso, os autores avaliaram os danos hepaticos causados
pelas DIl e se o tratamento com o0s antioxidantes era capaz de preveni-los. Os grupos foram
tratados com 100 mg/Kg/dia AAL, N-acetilcisteina 100 mg/Kg/dia e AAL + NAC
100mg/Kg/dia de cada composto, em que estes foram adicionados na alimentacéo dos animais.

Foram avaliados marcadores do processo inflamatorio e do estresse oxidativo. Dessa forma, foi
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possivel observar que ndo houve aumento dos marcadores da inflamacéo, TNF-a, IL-10 e INF-
Y, no grupo com colite sem tratamento, os autores atribuem esse resultado ao tipo de lesdo, logo
tornou-se inviavel avaliar o efeito anti-inflamatorio nesse modelo. Entretanto, a combinacéao de
AAL + NAC promoveu aumento dos niveis de TNF-a, indicando que o processo inflamatorio
foi maior no grupo que recebeu esse tratamento.

Enquanto que no trabalho de 2016, realizado por Piechota-Polanczyk e colaboradores,
0 AAL apresentou uma atividade anti-inflamatoria discreta em modelo de colite ulcerativa
induzida por 4% de SSD. Nesse estudo, os tratamentos com AAL foram realizados nas doses
de 25 e 50 mg/Kg e a administracao foi realizada pela via intraperitoneal, por 21 dias para 0s
grupos sem colite e por 14 dias para os grupos com colite. Os autores verificaram que houve
reducao dos danos ao colon nos grupos com colite tratados com AAL, mas 0s niveis plasmaticos
das citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-1B, IL-17A e IL-23 ndo foram reduzidos, logo
investigaram mecanismos antioxidantes para justificar a reducao de danos ao célon.

No trabalho realizado por El-Gowelli e colaboradores (2015), os resultados foram
bastante promissores para 0 AAL, mostrando relevantes atividades anti-inflamatoria e
antioxidante. A colite ulcerativa foi induzida com é&cido acético 5% (v/v), por meio de
administracdo via retal por 3 dias consecutivos e 0s animais foram tratados com AAL 35 mg/Kg
com administracdo intraperitoneal, ciclosporina A (CSA) 5 mg/Kg pela via subcutanea e a
combinacdo dos dois tratamentos. A CSA é um imunomodulador normalmente utilizado no
tratamento das DI para evitar a remissdo dos sintomas. Como o AAL ¢ bastante utilizado como
suplemento alimentar, estando presente em diversas formulagbes, os autores resolveram
investigar o sinergismo entre essas duas substancias na colite ulcerativa.

O AAL apresentou atividade relevante em todos os protocolos experimentais avaliados,
assim, os animais do grupo tratado com este composto nao apresentaram perda de peso, as fezes
permaneceram normais e o percentual de mortalidade foi o0 menor entre os grupos com colite.
Além disso, avaliou-se a relacdo peso/comprimento do c6lon, um indicador da presenca de
edema, ndao houve aumento no grupo tratado apenas com AAL, assim como foi possivel
observar uma reducdo significativa de Ulceras no célon. Com relacdo aos marcadores da
inflamag&o, houve manutencg&o dos niveis normais de proteina C reativa e de TNF-a ¢ aumento
da expressao génica de VEGF, TGF-B1 e miR-21 e reducdo da expressao de COX-2. Também
houve reducdo de todos os marcadores do estresse oxidativo. De forma surpreendente, a
associacao entre 0 AAL e a CSA reverteu todos os efeitos benéficos dos dois compostos quando
utilizados separadamente, provavelmente por aumentar a producdo de NO e a expresséo de
COX-2 e miR-210 e por reduzir a expressdo de VEGF e miR-21.
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No trabalho realizado por Sun e colaboradores em 2015, a colite ulcerativa foi induzida
com TNBS através de administracéo via intra-retal. Foram avaliados quatro grupos, de acordo
com o tratamento recebido. Assim, o grupo 1 era o controle, recebeu DMSO 2%, o grupo 2
recebeu apenas AAL 80 mg/Kg, o grupo 3 teve colite ulcerativa induzida com TNBS e o grupo
4 teve inducgéo da colite, mas foram tratados com 80 mg/Kg de AAL. Com relagdo aos sinais
clinicos da doenca, houve melhora significativa no grupo 4, onde os animais reduziram
significativamente a perda de peso, em relacdo ao grupo 3, além disso, houve reversdo do
espessamento da parede do colon, dos altos niveis de infiltracdo de células inflamatdrias na
mucosa e da perda de células caliciformes, com redugdo do indice de massa do célon.

Além disso, avaliou-se o papel do AAL na protecdo contra o estresse oxidativo atraves
dos marcadores SOD, NO, GSH, MDA e expressao da proteina iNOS. No grupo 3, como ja era
esperado, houve aumento dos niveis de NO e de MDA e reducdo da atividade de SOD e dos
niveis de GSH. Todos esses resultados foram revertidos com o uso do AAL, logo os marcadores
NO e MDA foram reduzidos, a SOD teve a sua atividade aumentada e o nivel de GSH foi
restaurado, indicando que 0 AAL reduziu o estresse oxidativo induzido por TNBS.

Esse grupo de autores também investigaram se o AAL era efetivo na inibicdo da
apoptose na colite ulcerativa induzida por TNBS, por meio da quantificagdo das proteinas bax,
bcl-2 e capases 3 e 9. Sabe-se que a apoptose € um mecanismo programado de morte celular,
controlado por genes, sendo um dos principais contribuintes da colite ulcerativa. Foi possivel
observar que o grupo com colite apresentou expressdo aumentada da bax e das caspases 3e 9 e
reducdo da bcl-2, enquanto que no grupo com colite que recebeu tratamento com 80 mg/Kg de
AAL houve reversdo desses efeitos, ou seja, a expressao da bax e das caspases 3 e 9 foram
reduzidas e da bcl-2 aumentada. Dessa forma, o tratamento com AAL foi capaz de atenuar a
apoptose no colon dos animais com colite ulcerativa tratados com TNBS.

Ademais, o grupo de pesquisas verificou se a atuacdo do AAL ocorre atraves da via de
sinalizacdo da MAPK (proteina cinase ativada por mitdgeno). Esta proteina esta envolvida em
numerosas sinalizacdes fisiologicas e patoldgicas e responde a proliferacdo celular e a regulacéo
da apoptose. Através de analise por western blot, pode-se observar que houve aumento da
fosforilagéo da cinase regulada por sinal extracelular (ERK), cinase N-terminal de C-Jun (JNK)
e da p38 no grupo com colite, enquanto que no grupo com colite tratado com AAL houve
reducdo na fosforilacdo das trés proteinas, a inibicdo da MAPK pode contribuir, em parte, para
os efeitos protetores.

No trabalho realizado por Trivedi & Jena (2013), os camundongos receberam SSD 3%

(p/v) dissolvidos na agua por sete dias, logo ap0os receberam agua potavel por 14 dias seguidos,
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retornando ao tratamento com SSD por mais sete dias, encerrando os dois ciclos de tratamento.
O AAL foi administrado em dois ciclos, sendo um co-tratamento e um pds-tratamento nas doses
de 20, 40 e 80 mg/kg/dia. O objetivo principal foi verificar os mecanismos envolvidos na
protecdo mediada pelo AAL contra os danos locais e sistémicos associados a colite ulcerativa
em camundongos.

Os resultados demonstraram que o AAL conseguiu reduzir a gravidade da colite
ulcerativa pela diminuicdo da inflamacdo, estresse oxidativo, fibrose, dano ao DNA e
citotoxicidade no colon de camundongos através da modulacdo de varios alvos moleculares
como NF-jB, COX-2, IL -17, STAT3, Nrf2, NADPH: quinona oxidoredutase-1 (NQO-1),
MMP-9 e fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF). Além disso, reduziu a
permeabilidade intestinal elevada induzida por UC e o nivel plasmatico de LPS, que foi
associado com uma reducéo significativa na inflamacéo sistémica e genotoxicidade.

Em 2008, Sehirli e colaboradores, realizaram um trabalho para verificar se 0 AAL
apresentava algum efeito protetor contra a colite ulcerativa induzida por TNBS, em ratos,
administrado por via intra-colénica. O tratamento com AAL foi realizado por via oral na dose
de 100 mg/Kg/dia por trés dias. No quarto dia, os animais foram sacrificados e amostras de
sangue foram retiradas para analise dos niveis de lactato desidrogenase (LDH), TNF-a, IL-1p,
IL-6 e capacidade antioxidante total. Além disso, os segmentos distais do c6lon foram
removidos para classificagdo macroscopica das lesbes, enquanto outros segmentos foram
congelados para medida dos niveis de malondialdeido (MDA) e glutationa (GSH), a atividade
da Na*-K*-ATPase e o conteido de colageno.

Os resultados mostraram que o tratamento com AAL conseguiu reduzir, de forma
significativa, as lesdes macroscopicas induzidas pelo TNBS, os niveis de LDH, TNF-a, IL-1
e IL-6. Além disso, houve prevencdo do aumento dos niveis de MDA e 0s niveis de GSH foram
preservados, da mesma forma que a atividade da enzima Na*-K*-ATPase e 0 contelido de
colageno. Dessa forma, esses dados sugerem que o tratamento com AAL seja capaz de atenuar
a gravidade do dano ao célon causados pelo estresse oxidativo, ao mesmo tempo que reduz as
citocinas pré-inflamatorias séricas, sugerindo que o AAL possui um poderoso efeito anti-
inflamatorio e antioxidante no tecido inflamado.

O primeiro trabalho publicado acerca do tema foi em 2007 por Kolgazi e colaboradores,
cujo objetivo foi avaliar o perfil do AAL em dois modelos de inflamacéo intestinal, ileite e
colite em ratos, como resposta a uma administracdo intraluminal de TNBS. Para isso, foi
realizada uma laparotomia para 0 modelo de ileite, em que o TNBS foi administrado na al¢a

ileal terminal e o tratamento com AAL (25 mg/Kg) foi realizado por via intraperitoneal, duas
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vezes por dia, e teve inicio 5 minutos apés a inducdo da inflamacgéo, sendo realizado por trés
dias consecutivos. A colite foi induzida pela administracdo intra-retal de 1 mL de uma solugéo
de TNBS em etanol e o tratamento com AAL (25 mg/Kg) foi realizado de maneira semelhante
ao grupo com ileite.

As amostras do ileo e do colon foram removidas e classificadas, quanto as lesdes, de
forma macroscopica e através de uma avaliagao histologia em “scores” pré-estabelecidos. Além
disso, amostras dos tecidos foram armazenados em -70°C para medida dos niveis de MDA,
GSH e atividade da mieloperoxidase. Alem disso, a formagcdo de EROs nos tecidos foi
monitorada com luminol ou lucigenina pelo método de quimioluminescéncia. Foi possivel
observar que o0s grupos tratados com AAL tiveram uma melhora estatisticamente significativa
com relacdo ao grupo com ileite ou colite sem tratamento, tanto quanto as lesbes macroscopicas
como quanto a avaliacdo histoldgica. Além disso, houve reducdo significativa dos niveis de

MDA, GSH, da atividade da MPO e dos niveis de luminol e lucigenina.

3.2 Prospeccdo Tecnologica

A prospeccéo tecnologica foi realizada a fim de verificar a situacdo do deposito de
patentes com o AAL na inflamagéo, assim como nos tratamentos das DIl. Para isso, foram
utilizados diferentes termos como meio de ampliar os possiveis resultados, que estdo expressos

na Tabela 3.



Tabela 3. Resultados obtidos na prospecc¢éo tecnologica.
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Termos pesquisados

resumo

titulo

WIPO WIPO ESPACENET USPTO USPTO

titulo resumo

INPI Total

“Thioctic acid”
“Thioctic acid” AND
inflammation
“Thioctic acid” AND
“inflammatory bowel
disease”
“Thioctic acid” AND
“mucous colitis”
“Thioctic acid” AND
“irritable colon”
“Thioctic acid” AND “Crohn
disease”
“Alpha-lipoic acid”
“Alpha-lipoic acid” AND
inflammation
“Alpha-lipoic acid” AND
“inflammatory bowel
disease”
“Alpha-lipoic acid” AND
“mucous colitis”
“Alpha-lipoic acid” AND
“irritable colon”
“Alpha-lipoic acid” AND

“Crohn disease”

114

295

270

648
13

10

311

970
15

18

28

27

77

740

2023
29

11

Pode-se observar 2763 patentes depositadas com os termos “Thioctic acid”

Fonte: Autoria propria.

e “alpha-

lipoic acid”, mostrando que esse composto possui grande potencial para utilizacdo em diversas

areas do conhecimento. Contudo, ao avaliar a sua acéo na inflamacao e, mais especificamente,

nas DII, verifica-se uma reducdo significativa. Isso demonstra que estudos nessa &rea ainda séo

bastante necessarios.
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A combinacdo dos termos “alpha-lipoic acid” AND inflammation resultou em 29
depdsitos de patentes nas bases WIPO e Espacenet, entretanto, apds anélise desses resultados e
adocdo dos critérios de exclusdo, verificou-se que haviam apenas 10 documentos. Além disso,
a combinagdo dos termos “alpha lipoic acid” AND “inflammatory bowel disease” e “alpha
lipoic acid” AND “Crohn disease” resultaram em 1 patente para cada combinacdo. Os principais
resultados estdo no Quadro 2.

Pode-se observar que apenas dois documentos tratam efetivamente da utilizacdo do
AAL nas DII, através das suas propriedades antioxidantes. Os demais depositos tratam da sua
utilizacéo para outras desordens inflamatdrias. 1sso demonstra que existe uma grande lacuna a
ser preenchida nessa area, uma vez que a prospeccdo cientifica demonstrou o potencial que esse

composto possui na reducdo dos sintomas dessas doencas.



Quadro 2. Patentes depositadas com o AAL na inflamag&o e nas DII.
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N° da patente/ano de Inventores Pais de CIP Titulo Inovacao
deposito protecdo
DE000004313428/1993 Rabien Margarethe DE AB61K Combination patente | Uma combinagdo do AAL com &cido
comprising alpha-lipoic acid + | pantoténico para utilizacdo nas doencas
pantothenic acid (or | de pele, distarbios dos 6rgdos
dexpanthenol) against | formadores de pélos,  disturbios
inflammations, skin diseases of | funcionais do trato gastrointestinal,
inflammatory + allergic nature, | queimaduras e feridas de extracéo,
poorly healing wounds. Ulceras e fissuras e outras feridas de cura
deficiente.

DE4327462/1993 Weischer Carl DE AB1K N-Acetyl-p-aminophenol Utilizagdo dos ésteres do N-acetil-p-
Heinrich e derivatives for controlling pain. | aminofenol com 4&cidos carboxilicos
colaboradores. contendo enxofre, tais como cisteina ou
derivados de cisteina, como
acetilcisteina ou carbocisteina ou AAL,
ou &cido di-hidrolipéico, ou o0s
metabolitos do AAL, como o &cido 6,8-
bisnortetral6ico, &cido tetranorlipbico ou
as formas R e S do AAL na forma
oxidada e reduzida e 0s seus sais para
produzir composi¢des farmacéuticas
com efeitos analgésicos e antipiréticos

para a terapia da dor.
US5728735/1998 Heinz, Ulrich e us AB61K Pharmaceutical ~ composition | Composi¢fes farmacéuticas e processos

colaboradores.

containing R-alpha-lipoic acid
or S-alpha-lipoic acid as active
ingrediente.

para a sua preparacgao contendo acido R-
AAL ou S-AAL ou seus sais
farmaceuticamente  aceitaveis.  As
composicGes farmacéuticas possuem
atividade citoprotetora, sendo adequadas
para o combate da dor e da inflamacéo.
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W0200100194/2001 Jacobs, Robert H. AU AB61K A  method for optimizing | Sdo descritos um método e uma
immune activity in the treatment | composicdo eficazes na reducdo da
of auto-immune diseases and | inflamacdo, da atividade viral nos
chronic immune conditions. hepatdcitos e dos radicais livres

carcinogénicos e para melhorar o
sistema imunolégico de individuos
infectados com HIV/Aids, melhorando
0S mecanismos corporais, incluindo
comunicacdo intracelular, regulagdo
génica, reparacdo de genes e efeitos de
membrana.

KR20040097820/2004 Cho, You Sook e KR AB61P Composition containing alpha | Trata-se de uma composi¢do contendo

colaboradores. lipoic acid as effective | AAL como ativo eficaz na redugdo da
ingredient to prevent and treat | inflamacdo alérgica nos brénquios, dos

asthma without adverse side | eosindfilos e da imunoglobulina E.

effect. Portanto, é eficaz na prevencdo e no

tratamento da asma, sem efeito colateral.

US2007072937/2007 Park Sung-Kwang; us AB61K Pharmaceutical  composition | Tem-se uma composi¢do farmacéutica

Kim Won; Lee Sik; comprising alpha-lipoic acid | contendo 0 AAL como um ingrediente
Moon Sang-Ok for inflammatory diseases. ativo. O AAL é um inibidor da expressédo
de fractalcina e exibe efeitos de alivio da
inflamagdo devido a endotoxemia,
reduzindo a expressdo de fractalcina e a
ligagdo de células endoteliais a

monacitos.

KR20070108973/2007 Cho, Dong Lyun KR AB1F Alpha-lipoic  acid  coating | Um método de revestimento de um stent
method of a stent for a blood | para vaso sanguineo com AAL com a
vessel which restrains sclerosis | finalidade de reduzir a oxidagdo de um
by using the action of alpha- | vaso sanguineo e a inflamagcéo.
lipoic acid applied on the stent.

US20070166321/2007 Villeponteau, Bryant us AB1K Compositions and methods for | Uma composicdo que promove uma

Richard

reducing  cholesterol  and
inflammation.

reducdo  potente  do  colesterol,
minimizando os efeitos colaterais
prejudiciais ao figado, mdsculos e
neurénios, além de reduzir a inflamacdo
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sisttmica  crbnica, que é um
determinante de doenca cardiovascular e
mortalidade.

KR20080020023/2008 Lee, Young Chul KR AB61K Agent for treating acute lung | Um agente terapéutico da lesdo
injury through VEGF inhibition | pulmonar aguda contendo o AAL como
and vascular permeability | antioxidante para tratar a lesdo pulmonar
control comprising alpha-lipoic | aguda através da inibicdo do VEGF
acid as active ingredient. (fator de crescimento endotelial

vascular) e do controle da
permeabilidade vascular.

WQO/2008/156671/2008 Pravda Jay wO AB61K Materials and methods for | A presente invencdo refere-se a

2691132/2008 CA treatment and diagnosis of | materiais e métodos para a prevengao e
101707877/2010 CN disorders  associated  with | 0o tratamento de estados de doenga
63/MUMNP/2010 IN oxidative stress. associados com o estresse oxidativo ou

MX/a2009/013683/2010 MX um ambiente redutor comprometido,

102100038098/2010 KR incluindo as doencas inflamatdrias do

2008266996/2010 AU intestino tais como doenga de Crohn e
20150105356/2015 us colite ulcerativa.
20170182067/2017 us
20170296559/2017 uUs
US2010233145/2010 Van Veen Theodorus us A23L Composition used as a | Uma composicdo e uma unidade de
AB61K nutritional  supplement and | dosagem que pode ser usada como
A61P medication for the treatment of | suplemento  nutricional ou como
B63H degenerative visual disorders | medicacdo para o tratamento da retinite
and inflammation. pigmentosa (RP).
EP2392321/2011 Pravda Jay AB61K Combined composition for | A presente invencdo refere-se a

rectal administration for the
treatment of inflammatory
bowel disease.

materiais e métodos para a prevencéo e
o tratamento de estados de doenga
associados com o estresse oxidativo ou
um ambiente redutor comprometido,
incluindo as doencas inflamatérias do
intestino tais como doenca de Crohn e
colite ulcerativa.

Fonte: Autoria prépria.
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4 CONCLUSAO

A maioria dos estudos realizados com 0 AAL demonstraram que este composto é eficaz
no tratamento das DII, apesar de que alguns ainda mostram alguma controvérsia. Acredita-se
que o seu potencial como antioxidante e anti-inflamatério sejam os responsaveis na reducao
dos danos do estresse oxidativo promovidos pelas EROs e ERNs geradas durante a patogénese
dessas doencas. Além disso, a prospeccao tecnologica demonstrou a possibilidade de utilizacdo
desse composto direcionado para essas doencas, uma vez que ja existem produtos destinados a
isso, mas ha uma grande possibilidade de inovagdo na area. Dessa forma, esta molécula mostra-

se promissora como adjuvante no tratamento das DII.
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ANEXOS
PubMed
Busca | Termos da busca | Resultados
PROBLEMA
#1 "thioctic acid"[MeSH Terms] 3653
#2 thioctic acid[Text Word] 3797
#3 Alpha lipoic acid[Text Word] 2248
#4 Lipoic acid[Text Word] 3996
#5 ((("Thioctic Acid"[MeSH]) OR thioctic acid[Text 5127
Word]) OR Alpha lipoic acid[Text Word]) OR
Lipoic acid[Text Word]
INTERESSE
#6 "Antioxidants"[MeSH] 110582
#7 antioxidants[ Text Word] 115834
#8 "Free radicals"[MeSH] 263587
#9 Free radicals[Text Word] 50539
#10 “Oxidative stress”’[MeSH] 104833
#11 Oxidative stress[Text Word] 171767
#12 (((((*Antioxidants"[Mesh]) OR antioxidants[ Text 458281
Word]) OR "Free Radicals"[Mesh]) OR Free
radicals[ Text Word]) OR "Oxidative
Stress"[Mesh]) OR Oxidative stress[Text Word]
CONTEXTO
#13 “inflammatory bowel disease"[MeSH Terms] 5762
#14 Inflammatory bowel disease [Text Word] 11796
#15 Mucous colitis[ Text Word] 18
#16 Irritable colon[Text Word] 442
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?cmd=HistorySearch&querykey=71

#17 "crohn disease"[MeSH Terms] 34581
#18 Crohn disease[Text Word] 35669
#19 Crohn's enteritis[ Text Word] 13
#20 Granulomatous Colitis[Text Word] 340
#21 "Colitis"[Mesh] 46455
#22 Colitis[Text Word] 66201
#23 ((((((((*“rritable bowel syndrome"[MeSH Terms]) 99950
OR Irritable Bowel Syndrome[Text Word]) OR
Mucous colitis[Text Word]) OR Irritable
colon[Text Word]) OR "crohn disease"[MeSH
Terms]) OR Crohn disease[Text Word]) OR
Crohn's enteritis[ Text Word]) OR Granulomatous
Colitis[Text Word]) OR "Colitis"[Mesh]) OR
Colitis[Text Word]
#24 (((((("thioctic acid"[MeSH Terms]) OR thioctic 10

acid[Text Word]) OR Alpha lipoic acid[Text
Word]) OR Lipoic acid[Text Word])) AND
(((((("Antioxidants"[MeSH]) OR
antioxidants[Text Word]) OR "Free
radicals"[MeSH]) OR Free radicals[Text Word])
OR “Oxidative stress”’[MeSH]) OR Oxidative
stress[ Text Word])) AND ((((((((((“irritable bowel
syndrome”[MeSH Terms]) OR Irritable Bowel
Syndrome[Text Word]) OR Mucous colitis[ Text
Word]) OR Irritable colon[Text Word]) OR
"crohn disease”[MeSH Terms]) OR Crohn
disease[Text Word]) OR Crohn's enteritis[Text
Word]) OR Granulomatous Colitis[ Text Word])
OR "Colitis"[Mesh]) OR Colitis[Text Word])
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Web of Science
Busca Termos da busca Resultados

#1 "thioctic acid" 661
#2 “Alpha lipoic acid” 3952
#3 “Lipoic acid” 6409
#4 #3 OR #2 OR #1 6786
#5 Antioxidants 257180
#6 "Free radicals" 61099
#7 “Oxidative stress” 279721
#8 #7 OR #6 OR #5 466720
#9 “irritable bowel syndrome" 18615
#10 “Mucous colitis” 13
#11 “Irritable colon” 259
#12 "crohn disease" 3381
#13 “Crohn's enteritis” 5
#14 “Granulomatous Colitis” 358
#15 "Colitis" 79577
#16 #15 OR #14 OR #13 OR #12 OR #11 OR #10 OR #9 98968
#17 #16 AND #8 AND #4 17

66



SCOPUS
Busca Termos da Busca Resultados

#1 "thioctic acid" 7345
#2 “Alpha lipoic acid” 2872
#3 “Lipoic acid” 5276
#4 #1 OR #2 OR #3 8775
#5 Antioxidants 306482
#6 "Free radicals" 182292
#7 “Oxidative stress” 249573
#8 #7 OR #6 OR #5 574747
#9 “irritable bowel syndrome" 14402
#10 “Mucous colitis” 52
#11 “Irritable colon” 16377
#12 "crohn disease" 69576
#13 “Crohn's enteritis” 26
#14 “Granulomatous Colitis” 503
#15 "Colitis" 99844
#16 #15 OR #14 OR #13 OR #12 OR #11 OR #10 OR #9 154640
#17 #16 AND #8 AND #4 18
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RESUMO

O é&cido alfa-lipoico (AAL) esta presente em células procarioticas e eucariéticas, apresentando
um papel central no metabolismo energético. Varios estudos ja foram realizados com a
finalidade de verificar o potencial terapéutico desse composto, uma vez que possui uma
excelente atividade antioxidante. Entretanto, ndo hd monografia presente na Farmacopeia
Brasileira, logo esse estudo foi realizado com o objetivo de desenvolver e validar um método
analitico por espectrofotometria UV-Vis para quantificar o AAL. Para isso, avaliou-se a
solubilidade do AAL frente a diferentes solventes, além de realizar uma varredura
espectrofotométrica para determinar o comprimento de onda méximo de absorcdo. Para
validagéo, foram verificados os pardmetros exigidos pela RDC n° 166 de 2017: seletividade,
linearidade, limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ), precisao, exatiddo e robustez. O
composto apresentou alta solubilidade em solventes de polaridade intermediaria, como
diclorometano e etanol, e 0 comprimento de onda de absor¢ao méaximo foi de 334 nm. O método
foi seletivo, uma vez que ndo houve absorcdo dos demais componentes da formulagdo no
comprimento de onda selecionado; linear com r2>0,99; preciso, visto que apresentou valores de
precisdo intermediaria e repetitividade estatisticamente significativos; além de ter sido exato e

robusto.

Palavras-chave: Método analitico; validacao; acido alfa-lipoico.
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ABSTRACT

Alpha-lipoic acid (ALA) is present in prokaryotic and eukaryotic cells, playing a central role in
energy metabolism. Several studies have already been carried out to verify the therapeutic
potential of this compound, since it has an excellent antioxidant activity. However, there is no
monograph present in the Brazilian Pharmacopoeia, so this study was carried out with the
objective of developing and validating an analytical method by UV-Vis spectrophotometry to
quantify ALA. For this, the ALA solubility was evaluated against different solvents, besides
performing a spectrophotometric scan to determine the maximum wavelength of absorption.
For validation, the parameters required by RDC n°. 166 of 2017 were verified: selectivity,
linearity, limits of detection (LD) and quantification (LQ), precision, accuracy and robustness.
The compound showed high solubility in solvents of intermediate polarity, such as
dichloromethane and ethanol, and the maximum absorption wavelength was 334 nm. The
method was selective, since there was no absorption of the other components of the formulation
at the selected wavelength; linear with r>> 0.99; accurate, since it presented values of
intermediate precision and statistically significant repeatability; besides being accurate and

robust.

Keywords: Analytical method; validation; Alpha lipoic acid.

1 INTRODUCAO

O écido alfa-lipoico (AAL), também denominado de acido tiéctico ou acido 1,2-
ditiolano-3-pentanoico (CsH140.S2), estd presente na maioria das células eucariéticas e
procariéticas, desempenhando um papel central no metabolismo energético, uma vez que
compde o complexo piruvato desidrogenase, atuando na descarboxilacdo oxidativa do piruvato,
processo essencial para a conversdo do piruvato em acetil-CoA, etapa subsequente a glicolise
no processo de respiracédo celular (NAVARI-1ZZO et al., 2002). Foi isolado pela primeira vez
por Reed e colaboradores, a partir de figado bovino, em 1951 (GORACA et al., 2011).
Entretanto, a sua existéncia ja era conhecida desde 1930, quando foi descoberto que um “fator
de crescimento da batata” era necessario para o crescimento de algumas bactérias (NAVARI-
1ZZO et al., 2002).

Ja esta bem descrito na literatura que as formas reduzida e oxidada do AAL (AAL/acido

dihidrolipoico ADHL) possui um potencial redox de -0,32 V e a capacidade de atuar nos meios
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hidrofilico e lipofilico, o que o caracteriza como antioxidante universal (MOURA et al., 2015).
Por conta dessa propriedade, o AAL tem sido amplamente estudado para avaliar um possivel
efeito terapéutico no tratamento do diabetes e suas complicacGes associadas. Sabe-se que 0
diabetes estd aumentando a um ritmo alarmante em todo o mundo. Os mecanismos exatos
subjacentes a doenca s&o desconhecidos; no entanto, ha evidéncias crescentes de que a geracdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) associadas a hiperglicemia, causa estresse
oxidativo em varios tecidos. Doencas como hipertensdo, aterosclerose, hiperlipidemia e
diabetes estdo associadas a disfuncdo endotelial, provavelmente mediada pela geracdo de EROs
pela nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (ROCHETTE et al., 2013).

Além disso, as doengas inflamatdrias intestinais, como doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa, sdo desordens inflamatorias cronicas, recidivantes, multifatoriais e que possuem o
estresse oxidativo como possivel agente agravante do quadro clinico, uma vez que a geracédo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo capazes de estimular a producéo de citocinas que
agravam o processo inflamatorio (ZHU & LI, 2012).

Apesar da sua extensa utilizacdo no Brasil, no compéndio oficial brasileiro, a
Farmacopeia Brasileira, em sua Gltima edicéo, ndo traz a monografia do AAL (BRASIL, 2010).
A Farmacopeia Americana (USP, 2007) possui dados referentes a esse composto, mas a
validacdo do método analitico para quantificacdo é por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), um método bastante caro e muitas vezes inacessivel.

De acordo com a RDC n® 166 de 2017, “validar é a avaliagdo sistematica de um método
por meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que
0s requisitos especificos para seu uso pretendido séo atendidos”, sendo de extrema importancia
para a demonstracdo da qualidade dos dados obtidos numa medicdo quimica (BRASIL, 2017).

Em decorréncia disso, associado a necessidade de quantificacdo do composto, esse
estudo foi desenvolvido com o objetivo de validar uma metodologia analitica por

espectrofotometria UV-Vis para quantificacdo do acido alfa lipoico.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Utilizado

Acido alfa lipoico (AAL) padrdo analitico USP

Acido alfa lipoico matéria-prima — Via Farma®
Acido cloridrico 0,2 M
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Acetato de Etila

Acetona

Acetonitrila

Agua

Diclorometano

Etanol

Eter etilico

Hexano

Hidrdxido de sodio 0,2 M
Metanol

Espectrofotémetro UV-mini
Cubetas de quartzo de 10mm de caminho Optico

Vidrarias analiticas

2.2 Desenvolvimento do método analitico

Inicialmente, verificou-se a solubilidade do AAL em diferentes solventes, a fim de
selecionar aquele em que houvesse uma completa solubilidade, com a menor toxicidade e o
melhor custo beneficio. Para isso, adicionou-se 100 mg de AAL e a quantidade de solvente
suficiente até a solubilizacdo completa. Foram utilizados os seguintes solventes: acetato de etila,
acetona, acetonitrila, &cido cloridrico 0,2 M, é&gua, alcool metilico, alcool etilico,
diclorometano, éter etilico, hidréxido de sddio 0,2 M, hexano e peroxido de hidrogénio 3%.
Logo apos, verificou-se a solubilidade em misturas binarias do solvente em dgua nas proporgdes
de (8:2), (7:3), (6:4) e (5:5). Vale ressaltar que todos os solventes utilizados estavam em
temperatura ambiente.

Logo apos a selecdo do solvente, foram preparadas solugdes nas concentracdes de 10,
20, 40, 80, 160, 320, 640 e 1280 pg/mL e foram realizadas varreduras em espectrofotdmetro
UV-Vis no intervalo de 200 a 600 nm, afim de verificar o comprimento de onda que houvesse

a maxima absorcao e para defini¢cdo da concentracdo de trabalho.

2.2.1 Solucéo-padrao de AAL

Uma solugdo-padrdo foi preparada a partir de 250 mg do AAL padrdo analitico USP,

que foi solubilizado em 25 mL de etanol absoluto, obtendo-se uma concentragdo final de 10



72

mg/mL. N&o houve necessidade de outras técnicas para a solubilizacdo da amostra. As diluigdes
foram realizadas com a mistura de solventes etanol: agua (8:2) para obtencéo das concentraces
de 800, 900, 1000, 1100 e 1200 pg/mL para a realizacdo do estudo de validacao.

2.3 Validagdo do método analitico

O método foi validado conforme a RDC n° 166 de 2017, sendo avaliados 0s seguintes
parametros: seletividade, linearidade, limites de deteccdo e de quantificacdo, preciséo, exatidao

e robustez.

2.3.1 Seletividade

Para verificar se 0 método era seletivo, realizou-se uma varredura em espectrofotdmetro,
com solucdes na concentracdo de 1000 pg/mL de todos os componentes da formulacéo, os
espectros de absorcdo foram sobrepostos com a finalidade de observar se havia alguma
sobreposicdo na banda de absorcdo do AAL. Dessa forma, foram preparadas soluctes de AAL
padrdo analitico, mesocarpo de babagu, HPMC e CMC.

2.3.2 Linearidade

Esse parametro foi avaliado através da construcdo de trés curvas de calibracdo do AAL
padrdo analitico, utilizando cinco concentracdes distintas, obedecendo a faixa de trabalho de
80-120%, como exige a RDC n° 166 de 2017.

Assim, inicialmente preparou-se uma solucdo-padréo na concentracdo de 10 mg/mL, da
qual foram retiradas aliquotas para obtencéo das soluc@es de trabalho nas concentragées de 800,
900, 1000, 1100 e 1200 pg/mL, conforme figura 1. As leituras foram realizadas em

espectrofotbmetro no comprimento de onda de 334 nm.
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Figura 1. Esquema ilustrando a preparagdo da solucdo mae e as respectivas diluigdes para

construgéo da curva de calibracéo.

250 mg AAL padrdo _
25 mL EtOH C =10 mg/mL
800 pL SM 900 pL SM 1000 pL SM 1100 pL SM 1200 pL SM
+ + + + +
EtOH:H.0 EtOH:H.0 EtOH:H,0 EtOH:H»0 EtOH:H.0
(8:2) (8:2) (8:2) (8:2) (8:2)

Fonte: Autoria Propria.

Os resultados da linearidade foram avaliados através da analise de regressdo linear,

utilizando o método dos minimos quadrados. Além disso, utilizou-se a analise de variancia

(ANOVA) One-Way, com a finalidade de avaliar a qualidade do ajuste do modelo, os dados

foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

2.3.3 Limites de Deteccdo e de Quantificacdo

Esses pardmetros foram obtidos a partir dos dados das trés curvas analiticas. O célculo

para determinar os valores correspondentes ao LD e LQ, baseia-se no desvio padrdo do

intercepto com o eixo y e no desvio padrao residual da linha de regresséo, utilizando as relacdes

presentes na figura 2.

Figura 2. RelacGes para a determinacgédo dos limites de deteccéo e de quantificacéo.

LD_S,Sxa
- IC
L _10xa
Q= IC

Fonte: BRASIL, 2017
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2.3.4 Precisao

A precisdo foi obtida através da repetitividade, onde foram realizadas 6 dilui¢cdes para
obtencdo da concentracdo de 1000 pg/mL, pelo mesmo analista e no mesmo dia. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 334 nm. Além disso,
avaliou-se a precisdo intermediaria, onde as 6 diluicbes foram preparadas por dois analistas
distintos, em dois dias diferentes.

Os resultados foram avaliados através do coeficiente de variacdo e as medias dos

resultados obtidos foram avaliadas pelo teste t de Student (teste bilateral, p < 0,05).

2.3.5 Exatidao

A RDC n° 166 de 2017 preconiza que esse parametro deve ser avaliado através de nove
determinacGes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés concentracdes: baixa,
média e alta, com trés replicatas. Dessa forma, foram preparadas amostras do padréo analitico
nas concentracdes de 800, 1000 e 1200 pg/mL.

Assim, a exatidao foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média, determinada
experimentalmente, e a concentracdo tedrica correspondente, de acordo com a formula abaixo
(figura 3).

Figura 3. Férmula para obtencdo da exatiddao do método.

o Concentracao média experimental
Exatidao = — — x 100
Concentragao tedrica

Fonte: BRASIL, 2017.

2.3.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada verificando-se a variagdo do comprimento de onda
de deteccdo (330 e 334 nm) e o tempo de preparo das amostras (tempos 0 e 24h). As amostras
foram preparadas na concentragdo de 1000 pg/mL em triplicata para cada ensaio. Os resultados
foram avaliados pelo coeficiente de variacao e através do teste t de Student (teste bilateral, p <
0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do método analitico

A andlise da solubilidade foi realizada previamente em decorréncia da baixa
solubilidade do AAL em solventes polares como a &gua, cujo coeficiente de solubilidade é de
0,224 mg/mL (MOURA et al., 2015). Refletindo a sua afinidade pelos solventes com polaridade
intermedidria, tem-se o coeficiente de particdo 6leo/agua (log P), sendo 2,1. Isso pode ser
justificado pela anélise da molécula (figura 4), uma vez que possui uma cadeia com sete atomos
de carbono, com trés destes formando um anel ditiolano com dois atomos de enxofre, que lhe
confere solubilidade em solventes de menor polaridade e um grupo &acido carboxilico, que

contribui para a solubilidade em solventes mais polares (SMITH et al., 2004).

Figura 4. Molécula de AAL

Fonte: Autoria propria.

Dessa forma, foram avaliados diversos solventes de polaridades distintas para verificar
qual seria a melhor opcéo para a solubilizacdo do AAL. Em decorréncia da caracteristica fisico-
qguimica da molécula, esperava-se que os solventes organicos de polaridade intermediéaria
fossem as melhores opgdes, o que acabou sendo confirmado pelos dados experimentais, 0s

resultados estdo dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Avaliagéo da solubilidade do AAL em diferentes solventes.

Solvente Volume do solvente para Classificacdo

completa solubilizacdo (mL)

Acetato de etila 1,5 Facilmente solavel
Acetona 1 Facilmente solavel
Acetonitrila 2 Facilmente solavel
Acido cloridrico 0,2M - Insoluvel
Agua - Insoluvel
Alcool etilico 3 Facilmente sollvel
Alcool metilico 2 Facilmente solavel
Diclorometano 1,5 Facilmente solavel
Eter etilico 2 Facilmente sollvel
Hidrdxido de sodio 0,2M 10 Soluvel
Hexano - Insoltvel

Fonte: Autoria propria.

Em todas as analises foram utilizados 100 mg do AAL, logo o solvente que melhor
solubilizou o composto foi a acetona, sendo necessario apenas 1 mL para solubilizar
completamente o composto. Contudo, este solvente possui elevada toxicidade, além de maior
custo. Sendo assim, optou-se pela utilizacdo do etanol, que também mostrou alta eficiéncia na
solubilizacdo, além de possuir menor custo e toxicidade consideravelmente menor.

Logo apOs a selecdo desse solvente, foram realizadas analises para verificar a
solubilidade em misturas binarias com dgua, com a finalidade de reduzir a utilizacao de solvente
organico, entretanto, a Unica mistura que permaneceu com a capacidade de méaxima
solubilizacdo foi a de etanol:agua (8:2), sendo esta utilizada nas diluicbes das amostras.

As amostras de AAL nas concentragdes de 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 e 1280 pug/mL
avaliadas em espectrofotdmetro apresentaram 334 nm como comprimento de onda maximo de
absorcéo (figura 5), além disso, foi possivel verificar que as solucbGes de até 320 pg/mL
apresentavam valores de absorbancia abaixo de 0,2; logo, optou-se por utilizar como
concentracdes de trabalho as solugbes de 800-1200 pg/mL, tendo em vista que os valores
confiaveis de absorcdo no espectrofotdometro estdo na faixa entre 0,2 e 0,8 (ROCHA,;
TEIXEIRA, 2004).
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Figura 5. Espectro de varredura do AAL em espectrofotdmetro para determinagdo do

comprimento de onda méaximo de absorcéo.

4,112 S HE S

3.000 -

Absorbancia

1,000/ 334 -1

0.000

0374 . . . . L . . . . 1 . . . . 1 . . . .
200,00 300,00 400,00 500,00 600,00

Comprimento de onda (nm)

3.2 Validacao do método analitico

O método analitico foi validado segundo a legislacdo vigente, RDC n° 166 de 2017
(BRASIL, 2017).

3.2.1 Seletividade do método
O método apresentou-se seletivo, tendo em vista que nenhum composto apresentou

absorcéo no mesmo comprimento de onda do AAL, como demonstrado na figura 6. Logo, pode

ser utilizado com seguranca para analise do AAL numa matriz complexa.
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Figura 6. Sobreposicdo dos espectros de absor¢do do AAL, mesocarpo de babagu, HPMC e
CMC.
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Espectro obtido em espectrofotdmetro UV-Vis demonstrando que ndo houve sobreposi¢do das bandas
de absorcdo do AAL e dos excipientes utilizados.

3.2.2 Linearidade

A linearidade consiste na capacidade do método em obter respostas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado
(BRASIL, 2017). Assim, a construcdo da curva analitica foi realizada com a média das trés
curvas de calibragdo com cinco concentracdes, sendo obtido um coeficiente de determinacéo

(r?) > 0,99, como exige a legislacio brasileira (figura 7).
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Figura 7. Curva de calibragdo do AAL.
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Fonte: Autoria propria.

O teste unilateral de anélise de variancia (ANOVA) foi realizado com o objetivo de
verificar a qualidade do ajuste do modelo linear. Os dados obtidos demonstraram que a
regressao foi significativa, uma vez que o valor de F calculado foi menor que o valor de F critico

no nivel de 95% de confianga (tabela 2).

Tabela 2. Anéalise de variancia para linearidade do método de doseamento de acido alfa-lipoico

por espectrofotometria UV-Vis.

o Valores de F
Fonte de Soma Graus de Média
- e . L. F F critico
variagéo Quadratica Liberdade Quadratica
calculado

Entre os grupos  0,00010 2 5,24667E% 0,00376 3,8853
Dentro dos 0,16757 12 0,013964
grupos
Total 0,16768 14

3.2.3 Limites de detec¢éo e quantificacdo

O limite de deteccdo é a menor concentragdo do analito presente na amostra capaz de

ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, enquanto que o limite de quantificagcdo é
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a menor concentragdo do analito presente na amostra que pode ser determinada com precisao e
exatidao (BRASIL, 2017).

Esses dados foram obtidos a partir das curvas de calibragédo, sendo o limite de detec¢édo
90 pg/mL e o limite de quantificacdo 280 pug/mL. Logo, a faixa de trabalho utilizada neste
estudo esta dentro do limite de quantificagdo, sendo as medidas realizadas de forma precisa e

exata.

3.2.4 Precisao

A precisdo consiste na avaliacdo da proximidade entre os resultados obtidos por meio
de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método a ser validado (BRASIL,
2017). Foi avaliada através da repetibilidade, que consiste na obtencdo de seis medidas
realizadas pelo mesmo analista, no mesmo dia e no mesmo laboratorio, cujo coeficiente de
variacao foi de 0,33%, estando de acordo com o exigido pela legislagdo. Os resultados estéo

expressos na tabela 3.

Tabela 3. Resultados da repetibilidade do método para quantificacdo do &cido alfa lipoico em
espectrofotometria UV-Vis.

Absorbancia Concentracéo

(334 nm) (ng/mL)

0,693 1054,85

0,690 1050,57

0,687 1046,28

0,690 1050,57

0,686 1044,85

0,689 1049,14

Média 0,689 1049,37
D.P. 0,002 3,54
C.V. (%) 0,36 0,33

*D.P. desvio padréo; C.V. coeficiente de variagao
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Além disso, avaliou-se a precisdo intermediaria, sendo obtida através da analise de seis
medidas, por dois analistas, e em dois dias distintos, as médias dos resultados foram comparadas

pelo teste t de Student e os resultados estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4. Resultados da precisdo intermediaria

Valores de t
t calculado t critico
Inter-dia Intra-dia
Dial Dia 2 Analista 1 Analista 2
0,605 0,134 0,855 0,2121 2,228"

* Valor tabelado de t (teste bilateral, p<0,05)

O teste t de student foi realizado para verificar a existéncia de uma possivel diferenca
entre as médias obtidas. Os resultados demonstram que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as medidas realizadas, pois os valores de t calculados foram sempre menores

que os valores de t critico.

3.2.5 Exatidao

A exatiddo corresponde ao grau de concordancia entre os resultados individuais do
método em estudo em relacdo a um valor aceito como verdadeiro (BRASIL, 2017). Foram
preparadas nove solugdes em trés niveis de concentracdo e o valor experimental foi calculado,
sendo encontrados valores de coeficiente de varia¢do abaixo de 5%, estando em conformidade

com o exigido pela legislacdo. Os dados estdo expressos na tabela 5.
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Tabela 5. Resultados da exatiddo para trés niveis da concentracao do acido alfa-lipoico.

Concentracdo de AAL
Teorica Experimental Média D.P. C.V. (%)
800 860
867,7 107,54 0,89 0,83
853,4
1000 1087,7
1086,28 108,17 0,84 0,78
1072
1200 1247,7
1253,42 104,4 0,41 0,399
1257,71

*D.P. desvio-padrdo; C.V. coeficiente de variacao.

3.2.6 Robustez

A robustez do método consiste na sua capacidade em resistir a pequenas varia¢fes das
condi¢des analiticas. Foram avaliadas variagdes no tempo de preparo da amostra e no
comprimento de onda de absorcdo. Pode-se observar que as duas condic¢des nao influenciaram
de maneira significativa o espectro de absorcdo do AAL, os resultados estdo plotados na tabela
6, em que a analise pelo teste t de Student revelou que os valores de t calculados forem menores
que o valor de t tabelado, logo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as

médias, demonstrando que 0 método € robusto.

Tabela 6. Resultados da robustez ap6s analise pelo teste t de Student.

Valores de t
t calculado t critico
Tempo de anélise Comprimento de onda (nm)
Oh 24 h 330 334
0,64 0,0012 2,77

*Valor de t calculado (teste bilateral, p<0,05)
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4 CONCLUSAO

O metodo desenvolvido foi adequadamente validado, apresentando-se seletivo, linear,
preciso, exato e robusto, uma vez que todos os parametros avaliados atenderam aos critérios
estabelecidos na legislacdo brasileira. Além disso, tem-se um método de facil execugdo e com
baixo custo. Essa etapa de validagdo torna-se primordial, uma vez que outras partes do

desenvolvimento desse estudo necessitam da utilizacdo desses dados.
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RESUMO

Os estudos de pré-formulacdo sao de fundamental importancia para o delineamento de novas
formas farmacéuticas, fazendo-se necessario caracterizar a matéria-prima utilizada por meio de
técnicas fisicas, fisico-quimicas e bioldgicas. Sabendo-se da importancia do acido alfa-lipoico
(AAL) para as funcBGes endOgenas, assim como o seu potencial terapéutico, por suas
propriedades antioxidantes, realizou-se esse estudo a fim de caracterizar esse material como
etapa preliminar para a obtencdo de uma forma farmacéutica inovadora. Para isso, realizou-se
a determinacdo da descricdo, tamanho de particula e analise morfoldgica do AAL; anélise das
propriedades de fluxo e avaliagdo fisico-quimica por espectroscopia de absor¢do no
infravermelho (1V) e por ressonancia magnética nuclear (RMN) para confirmar a identidade da
matéria-prima, através da comparacdo com um padréo analitico farmacopeico. Assim, os dados
obtidos apontaram para a necessidade de utilizacdo de excipientes especificos para melhorar as
propriedades de fluxo do material, assim como as analises por IV e por RMN demonstrara a
autenticidade da matéria-prima, etapa primordial para o seguimento dos estudos com seguranca.

Palavras-chave: Pré-formulacéo, acido alfa-lipoico, propriedades fisico-quimicas.
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ABSTRACT

Preformulation studies are of fundamental importance for the design of new pharmaceutical
forms, making it necessary to characterize the raw material used by means of physical, chemical
and biological techniques. Knowing the importance of alpha-lipoic acid (AAL) for endogenous
functions, as well as its therapeutic potential, for its antioxidant properties, this study was
carried out in order to characterize this material as a preliminary step to obtain a form innovative
pharmaceutical. For this, the determination of the description, particle size and morphological
analysis of AAL was carried out; analysis of flow properties and physico-chemical evaluation
by infrared (IR) absorption spectroscopy and by nuclear magnetic resonance (NMR) to confirm
the identity of the raw material by comparison with a pharmacopoeial analytical standard. Thus,
the data obtained pointed to the need to use specific excipients to improve the flow properties
of the material, as well as the IR and NMR analyzes showed that the authenticity of the raw

material, a primordial step for the safety follow-up studies.

Keywords: Pre-formulation, alpha-lipoic acid, physico-chemical properties.

1 INTRODUCAO

Para o desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica é necessario realizar uma
grande diversidade de estudos, de modo que sejam garantidas a sua eficécia, seguranca e
qualidade. Nesse contexto, os estudos de pré-formulacdo compdem a primeira fase desse
processo, e consistem na coleta de dados sobre a caracterizagdo fisica, fisico-quimica e
biol6gica do farmaco e dos excipientes utilizados para a obtencdo do produto final (ROLIM,
2012). Para isso, deve-se analisar as propriedades do farmaco e dos excipientes no estado
solido, como: a cristalinidade e a morfologia; solubilidade e dissolucdo; ponto de fuséo;
densidade; higroscopicidade; processabilidade; estabilidade; compatibilidade e propriedades
compressionais (MATOS, 2014).

O 4cido alfa-lipoico (AAL) é uma biomolécula essencial que estd presente nos
organismos procariontes e eucariontes. Trata-se de um &cido graxo de cadeia linear com oito
atomos de carbono e dois atomos de enxofre ligados a C1 e C3, essa configuracéo permite que
ele forme uma ligagéo dissulfeto intramolecular, formando um anel ditiolano na sua forma

oxidada (BILLGREN et al., 2010). Vale ressaltar que o anel ditiolano também € responsavel
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pela coloracdo amarelada do po, além de absorver no espectro ultravioleta (UV) em 334 nm
(BLEWENGA et al., 1997).

Outra caracteristica do composto que pode ser atribuida ao anel ditiolano é a sua
reatividade quimica. Sabe-se que os atomos de enxofre podem estar na sua forma oxidada,
constituindo o AAL, ou reduzida, constituindo o &cido dihidrolipoico (ADHL), formando um
par redox bastante potente. Alguns estudos ja demonstraram que o potencial redox do par
AAL/ADHL é de -320 mV, enquanto que o do par GSH/glutationa oxidada é de -240 mV
(MOINI et al., 2002). Isso indica que o ADHL é mais efetivo na protecdo contra os danos
oxidativos quando comparado ao GSH, por isso, a dupla AAL/ADHL tem sido denominada de
“antioxidante universal”. Vale ressaltar que esse par redox também possui a capacidade de
regenerar outros antioxidantes sem ser destruido no processo (ROCHETTE. et al., 2013).

Foi utilizado como agente terapéutico pela primeira vez no final de 1960, por um médico
alemdo, em pacientes que apresentavam cirrose hepética, envenenamento por cogumelos,
intoxicacdo por metais pesados e polineuropatia diabética, ele observou que todos
apresentavam niveis baixos de AAL (BIEWENGA, 1997). Além disso, ja existem relatos da
sua utilizacdo em doencas neuroldgicas, como a doenca de Alzheimer (MACZUREK et al.,
2008) e epilepsia (FREITAS, 2009) e nas doencas inflamatdrias intestinais (CARTER et al.,
2004). Sabe-se que o estresse oxidativo esta envolvido na fisiopatologia dessas doencas, logo,
a atividade antioxidante do AAL é a principal responsavel pela sua eficacia (BILLGREN et al.,
2010).

Durante o desenvolvimento racional de um novo medicamento deve-se ter
conhecimento das propriedades quimicas e fisicas do principio ativo e dos excipientes, logo a
caracterizacdo do principio ativo deve ser a primeira etapa no delineamento do novo
medicamento. Dentre as técnicas utilizadas para a caracterizacdo do principio ativo, tem-se:
analise térmica; determinag6es de tamanho, forma, porosidade e area superficial das particulas;
propriedades de fluxo, atrito e deformacdo; técnicas espectrofotométricas (UV e
infravermelho); avaliacdo da dissolucdo intrinseca, entre outros (ROLIM, 2012).

O conhecimento acerca dessas caracteristicas ¢ de fundamental importancia para o
desenvolvimento racional de uma nova forma farmacéutica. Dessa forma, esse estudo foi

realizado com o objetivo de conhecer as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do AAL.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descricdo, tamanho de particula e analise morfolégica

A primeira andlise da matéria-prima foi uma avaliacdo macroscépica, em que foram
visualizados o aspecto e a cor do AAL a olho nu. Além disso, amostras da matéria-prima foram
enviadas para analise da morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando-
se um microscopio Shimadzu SSX-550 Superscan®, para isso, as amostras foram fixadas em
fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro por 15 min (Metalizador Baltec® SCD
050), com a finalidade de tornar o material eletricamente condutor. Em seguida, as amostras
foram submetidas a uma atmosfera de plasma com os gases N2 — Ho com fluxos definidos e o
controle da temperatura em torno de 300 °C por 1 hora. As eletromicrografias foram obtidas
em uma camara com tensdo de excitacao de 15kV.

A determinacdo da granulometria do p6 foi realizada de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2010), através da técnica de tamisacdo, por meio da utilizacao de tamises
padronizados e superpostos em ordem decrescente de tamanho de poros (20, 40, 60, 80 e 120
mesh), montados sobre uma base com vibragdo magnética (Tamisador Bertel®). Vale ressaltar
que esse dispositivo reproduz os movimentos horizontais e verticais da operacdo manual,
através da acdo mecanica uniforme. Adicionou-se uma amostra de 25 g no tamis superior e 0
conjunto foi submetido a tamisacdo por 15 minutos em amplitude 8. O ensaio foi realizado em

triplicata.

2.2 Propriedades de Fluxo

A determinagdo da densidade foi realizada utilizando-se 20 g da amostra em um
compactador automatico (Densimetro Copley 1V 2000%) contendo uma proveta, em triplicata.
O volume inicial ocupado pela amostra foi medido. Em seguida, o equipamento realizou 500,
750 e 1250 compactagbes. O procedimento foi realizado até a obtencdo de um volume de pé
sem variagdo entre as leituras. A relacdo entre a massa das amostras e o volume ocupado pelo
po antes e apds a compactagdo determinou as densidades aparente (dap) e compactada (dcp). A
avaliacdo da compactacdo do po foi realizada através do indice de Hausner (IH) e indice de

Carr (1C), utilizando as equagdes abaixo (Figura 1).
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Figura 1: Equacdes utilizadas para determinacdo do indice de Hausner e do indice de Carr.
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Fonte: BRASIL, 2010.

O angulo de repouso foi obtido por meio da medida do cone de pé formado através do
escoamento de 30 g amostra através de um funil de 200 mL medindo 25 cm de altura, 8 mm de
largura e com 9 cm de diametro, em triplicata. O tempo de escoamento foi determinado pela
medida do tempo necessario para o0 escoamento do pé através do funil utilizando-se um

cronémetro digital.

2.3 Difragao de raios-X (DR-X)

O difratograma do AAL foi obtido em difratbmetro Shimadzu®, modelo XRD6000,
equipado com anodo de cobre, usando voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA. A amostra foi
analisada no intervalo de angulo 26 de 5 — 75° a uma velocidade de digitalizagcdo de 2°/min.

Utilizaram-se suportes de vidro com fina camada de material em p6 sem solvente.
2.4 Espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho (FTIR)

O espectro de infravermelho foi obtido no equipamento Spectrum 400 da PerkinElmer®
com dispositivo de refletancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike Tecnologies
Spectroscopic Creativity) com cristal de selénio. A resolucio utilizada foi de 4 cm™ na faixa de
4000 — 500 cm?, pela técnica de pastilhas de KBr.

2.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho Bruker Ascend® 400, operando a 400

MHz para RMN de 'H e a 100 MHz para *C. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio
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(CDCl3) (Tedia®, Brasil). Os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm, em relagéo ao
sinal do TMSP-d4 em 0,00 ppm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Descricdo, tamanho da particula e analise morfologica

O AAL apresenta-se como p6 amarelo e leve, com tendéncia a formar aglomerados,
atendendo as especificagdes do laudo obtido do fornecedor. As imagens obtidas do AAL
matéria-prima estéo dispostas na figura 2 e confirmam sua natureza amorfa, uma vez que ndo

ha estrutura e nem forma definidas.

Figura 2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do acido alfa-lipoico
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O estudo de distribuicdo granulométrica foi realizado pela técnica de tamisagédo e 0s

resultados demonstraram que a matéria-prima possui um tamanho médio de particula de 250
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um, representando 66,4% da massa total (Figura 3), sendo classificado como p6 fino pela
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). Contudo, vale destacar a tendéncia que esse material
possui em formar aglomerados, o que pode justificar a maior resisténcia das particulas em

atravessar os tamises de menor abertura de malha.

Figura 3. Reparticdo granulométrica

i
o
o
o o

14 » 8\5
12 ZE
(@))
s 8 30 o
e 'S
(3] c
20 8
4 8
) 10 LT
0 0
850 420 250 180 125 prato
Hm

3.2 Propriedades de fluxo

Para que o processo de fabricacdo de formas farmacéuticas ocorra de maneira adequada,
é extremamente importante o estudo das propriedades de fluxo dos materiais, visto que possui
uma influéncia direta na alimentacdo mecéanica das maquinas, assim como nas propriedades
fisicas e mecanicas dos comprimidos (ROLIM, 2012).

A caracterizacdo do fluxo de pos pode ser realizada por métodos diretos, quando sédo
dindmicos, e por métodos indiretos, quando as medicdes sdo realizadas em leitos estaticos
(AULTON, 2004). Para isso, avaliou-se a razdo de Hausner e o indice de Carl, que s&o medidas
indiretas da densidade do pd, além do angulo de repouso, medida indireta, e do tempo de

escoamento, medida direta, das propriedades coesivas/adesivas do p6 (Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros avaliados para determinagédo das propriedades de fluxo do AAL.

Propriedades de fluxo Media
Densidade aparente 0,27 g/mL

Densidade compactada 0,41 g/mL
Raz&o de Hausner 1,51
indice de Carl (%) 34,1%
Angulo de repouso Infinito

Tempo de escoamento Infinito

A densidade de um p6 depende de muitas caracteristicas, dentre elas, do empacotamento
das particulas, podendo sofrer modificacGes a medida que se torna compacto. A compactacao
do p6 o torna mais resistente a formacéo de arcos e ao fluxo, existindo duas medidas que podem
prever a facilidade com que se torna consolidado, a razdo de Hausner e o indice de Carr
(AULTON, 2004).

A razdo de Hausner relaciona a densidade compactada com a densidade aparente do p6
e esta diretamente relacionada ao atrito entre as particulas. Dessa forma, valores menores que
1,2 possuem baixo atrito entre as particulas, exibindo um melhor fluxo, enquanto que razdes
maiores que 1,5 sao caracteristicos de pos mais coesivos e menos livres. O indice de Carr é uma
medida direta da resisténcia potencial dos arcos ou das pontes de um pé (PRISTA et al., 2011).

O AAL apresentou valores de razdo de Hausner de 1,51 e indice de Carr de 34,1%, logo
apresenta uma forca de atrito elevada e um fluxo muito fraco. O que foi confirmado quando
avaliado o angulo de repouso e o tempo de escoamento. A medida do angulo de repouso foi
infinita, bem como o tempo de escoamento, uma vez que a massa adicionada do p6 ficou
totalmente retida no funil.

Apesar da simplicidade da medida do angulo de repouso, ele representa uma
caracteristica importante do fluxo de p6s. O inicio do deslizamento de uma particula ocorrera
guando o angulo de inclinacdo superar as forcas de atrito, a0 mesmo tempo que o fluxo cessara
qguando o angulo de inclinacdo estiver abaixo do valor necessario para vencer a adesdo/coesdo
(PRISTA et al., 2011).

Vale ressaltar que o fluxo dos p6s depende de varios fatores como morfologia, tamanho
e distribuicdo das particulas, densidade, &rea e forgas de superficie, umidade, presenca de

ativadores de fluxo, processo produtivo e composicéo quimica (GARCIA et al., 2012).
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Tendo em vista que as caracteristicas de fluxo do AAL séo ruins, deve-se recorrer a

excipientes que melhorem esse parametro no momento da formulagéo dos comprimidos.

3.3 Difracdo de raios-X

A difracdo de raios-X é uma técnica de caracterizacdo de materiais que determina a
presenca das fases cristalinas presentes na amostra. Isto é possivel porque na maior parte dos
solidos (cristais), os atomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si por distancias
da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X (ALBERS et al., 2002).
O difratograma do AAL esta na figura 4. Pode-se observar a presenca de um pico de maior
intensidade, caracteristico da amostra, préximo a 30 0 e picos secundarios, menos intensos

proximos a 20 0.

Figura 4. Difratograma do AAL
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3.4 Espectroscopia de absorcéo na regido do Infravermelho

A espectroscopia do infravermelho estuda a interacéo da radiagédo eletromagnética com
a matéria para determinar os niveis de energia de atomos ou moléculas e, assim, fornecer
informacodes sobre a estrutura desta (MARIN, 2013).

Nesse estudo, foram obtidos dois espectros de absor¢do no infravermelho, um com a

matéria-prima (1) e outro com o padrdo USP (2) (figura 5), com a finalidade de comparar as
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bandas de absorcéo e confirmar a identidade da matéria-prima utilizada nesse estudo. A anélise
dos dois espectros revelou a pureza da matéria-prima, tendo em vista que eles apresentaram as

mesmas bandas de absorcao.

Figura 5. Espectros de absorcédo na regido do infravermelho do AAL
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Dessa forma, é possivel observar que, proximo a 3000 cm™, tem-se o alongamento das
ligagBes (CH2), proximo a 1600 cm™ tem-se a banda correspondente ao estiramento da
carbonila (C=0), na faixa de 1400 cm™ pode-se observar um estiramento corresponde as
ligagBes (CH), proximo a 1000 cm™ tem-se a deformagéo axial do grupo hidroxila (OH) do
acido carboxilico e em torno de 600 cm™ estdo as vibragdes da ligacdo (C-S).

Esses resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Ikuta e colaboradores
(2014) onde verificaram as seguintes bandas para 0 AAL: 2933 cm™ (CH_), 1717 cm™ (C=0),
1466 cm™ (CH) e 936 cm™ (OH), assim como em estudo realizado por Silva (2014), em que
verificou os seguintes resultados: 2980 cm™ (CHz), 1690 cm™ (C=0), 1250 cm™ (OH) e 675
cmt(C-S).
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3.5 RMN

O ensaio de RMN foi realizado para confirmar a autenticidade da matéria-prima
utilizada neste estudo, tendo em vista que esta € uma das ferramentas mais importantes para a
elucidacao estrutural de uma molécula (TELES et al., 2015). Dessa forma, os espectros de RMN
de H' e de C*® do padrdo analitico e da matéria-prima foram avaliados e comparados, sendo
obtidos deslocamentos quimicos praticamente idénticos.

No espectro de RMN H! do AAL padréo (figuras 6) € possivel observar os seguintes
sinais: AAL padréo, 6 (ppm) — multipleto em torno de 1,497 referente ao H5; multipleto em
torno de 1,689 referente ao H4 e H6; octeto em torno de 1,926 referente ao H2; tripleto em
torno de 2,383 referente ao H7; multipleto em 2,468 que corresponde ao H2’; multipleto em
torno de 3,179 correspondente ao H1; octeto em 3,577 referente ao H3 e um singleto em 7, 273
do H da OH.

Figura 6. Espectro de RMN H! do AAL padrdo USP em cloroférmio deuterado, 400 MHz.
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O espectro de RMN H! do AAL matéria-prima (figura 7) apresenta os seguintes sinais:
d (ppm) - multipleto em torno de 1,498 referente ao H5; multipleto em torno de 1,686 referente
ao H4 e H6; octeto em torno de 1,926 referente ao H2; tripleto em torno de 2,384 referente ao
H7; multipleto em 2,482 que corresponde ao H2’; multipleto em torno de 3,179 correspondente
ao H1; octeto em 3,578 referente ao H3 e um singleto em 7, 271 do H da OH.
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Figura 7. Espectro de RMN H!do AAL matéria-prima em cloroférmio deuterado, 400 MHz.
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Com relagdo ao espectro de RMN C» do AAL padrdo analitico (figura 8) em
cloroférmio deuterado (100 MHz) foram observados os seguintes sinais: 24,35 ppm (C6); 28,66

ppm (C5); 33,83 ppm (C7); 34,57 ppm (C4); 38,5 ppm (C1); 40,21 ppm (C2); 56,27 ppm (C3)
e 180 ppm para a carbonila.

Figura 8. Espectro de RMN C*2 do AAL padrdo USP em cloroférmio deuterado, 100 MHz.
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O espectro de RMN C*3 para o AAL matéria-prima (figura 9) apresenta os sinais dos
deslocamentos quimicos bastante semelhantes aos do padrdo analitico, diferindo apenas em

algumas casas decimais, confirmando a autenticidade do material utilizado.

Figura 9. Espectro de RMN C'3do AAL matéria-prima em cloroférmio deuterado, 100 MHz.
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4 CONCLUSAO

Os estudos de pré-formulagdo farmacéutica sdo extremamente importantes para a
obtencdo de dados sobre o material que serd utilizado para o delineamento da forma
farmacéutica. Assim, os dados obtidos sobre o tamanho das particulas e as caracteristicas de
fluxo foram cruciais para o planejamento da formulagdo dos comprimidos de AAL. Além disso,
a caracterizacdo da matéria-prima por técnicas analiticas demonstrou que se trata efetivamente
do AAL através da comparacdo com os dados obtidos com o padrdo analitico, aumentando a

seguranca do estudo.

REFERENCIAS

AULTON, M.; TAYLOR, K. M. G. Delineamento de Formas Farmacéuticas. 4 ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2013.



98

BILLGREN, E. S.; CICHILLO, R. M.; NESBITT, N. M. BOOKER, S. J. Lipoic acid
biosynthesis and enzymology. In book: Comprehensive Natural Products Chemistry II.
Chemistry and Biology. Edition Il. Elsevier, 2010: 181-212.

BLEWENGA, G. P.; HAENEN, G. R. M. M.; BAST, A. An Overview of Lipoate Chemistry.
In book: Lipoic acid in health and disease. Marcel Dekker, 1997.

CARTER, M.; LOBO, A.; TRAVIS, S. Guidelines for the management of inflammatory bowel
diseases in adults. Gut. 2004, 11:1135-146.

FREITAS, R. M. Estudos farmacoldgicos do acido lipoico nas alteragdes comportamentais e
na atividade da superoxido dismutase no corpo estriado de ratos apds convulsdo induzidas por
pilocarpina. Revista Eletrdnica de Farmécia 2009, 6(1):65-72.

IKUTA, N.; TANAKA, A.; OTSUBO, A.; OGAWA, N.; YAMAMOTO, M.; MIZUKAMI, T.;
ARAI S.; OKUNO, M.; TERAO, K.; MATSUGO, S. Spectroscopic Studies of R(+)-a-Lipoic
Acid-Cyclodextrin Complexes. Int. J. Mol. Sci. 2014, 15:20469-20485.

MACZUREK, A.; HAGER, K.; KENKLIES, M.; SHARMAN, M.; MARTINS, R.; ENGEL,
J.; CARLSON, D. A.; MUNCH, G. Lipoic acid as na anti-inflammatory and neuroprotective
treatment for Alzheimer’s disease. Advanced Drug Delivery Reviews 2008, 60: 1463-1470.

MATOS, A. P. S. Dissertacéo. Estudo de pré-formulacdo e desenvolvimento de comprimidos
de liberacdo imediata contendo diazepam. Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Rio
de Janeiro, 2014.

MOINI, H.; PACKER, L.; SARIS, N. E. L. Antioxidant and Prooxidant Activities of a-Lipoic
Acid and Dihydrolipoic Acid. Toxicol. Appl. Pharmacol 2002, 182:84-90.

PRISTA, L. N.; ALVES, A. C.; MORGADO, R.; LOBO, J. S. Tecnologia Farmacéutica.
Fundacdo Calouste Gulbenkian. Lisboa, 2011.

ROCHETTE, L.; GHIBU, S.; RICHARD, C.; ZELLER, M.; COTTIN, Y. Direct and indirect
antioxidante properties of a-lipoic acid and therapeutic potential. Mol. Nutr. Food Res. 2013,
57:114-125.

ROLIM, L. A. Tese. Obtencdo tecnologica de forma farmacéutica associacdo em dose fixa para
o tratamento da filariose linfatica e estudos de estabilidade forcada dos farmacos. Universidade
Federal do Pernambuco (UFPE), Recife, 2012.

SILVA, P. C. D. Dissertacdo. Estudo termoanalitico de compatibilidade farmaco-excipiente e
de estabilidade entre acido alfa lipoico e adjuvantes tecnoldgicos. Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB), Campina Grande, 2014.

TELES, R. R.; FRANCA, J. A. A.; VASQUEZ-NAVARRO, A.; HALLWASS, F. Atribuicio
da estereoquimica da a-santonina através das medidas do acoplamento dipolar residual. Quim.
Nova 2015, 38(10):1345-1350.



99

Capitulo 4

Obtencéo Tecnoldgica de Comprimidos de Liberacdo Modificada de &cido alfa-lipoico

Grasielly Rocha Souza?, Louise Cristina Freitas Saraiva®, Mirian Lima dos Santos?, Antonia de
Sousa Leal?, Ana Cristina Sousa Gramoza Vilarinho®, Jackson Roberto Guedes da Silva
Almeida®, Livio César Cunha Nunes*

! Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Piaui -
UFPI, Teresina-PI

2 Universidade Federal do Maranhdo — UFMA, Grajai-MA

3Programa de P6s-Graduagdo em Inovacdo Terapéutica, Universidade Federal do Pernambuco
— UFPE, Recife-PE

“Programa de P6s-Graduagdo em Recursos Naturais do Semiarido, Universidade Federal do
Vale do Sé&o Francisco-Univasf, Petrolina-PE

RESUMO

O éacido alfa-lipoico (AAL) é um composto sintetizado de forma enddgena por células
procarioticas e eucaridticas, desempenhando um papel central no metabolismo energético
celular. Possui uma excelente atividade antioxidante e diversos estudos ja demonstraram o seu
potencial terapéutico, inclusive nas doencas inflamatdrias intestinais (DII). Entretanto, estudos
farmacocinéticos demonstraram que a sua meia-vida é curta, logo esse trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de obter comprimidos com liberacdo modificada, sendo o AAL
liberado no ileo terminal ou c6lon proximal. Para isso, foram utilizados AAL como ativo, 0s
polimeros hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e carboximetilcelulose (CMC), mesocarpo de
babacu e estearato de magnésio como excipientes e Eudragit® S como revestimento. Os
comprimidos foram obtidos por meio de compressédo direta e o controle de qualidade fisico-
quimico foi realizado conforme preconiza a Farmacopeia Brasileira, sendo avaliados o peso
médio, dureza, friabilidade, doseamento e dissolucgdo in vitro. Apenas as formulagdes dos lotes
2 e 4 resultaram em comprimidos aprovados no controle de qualidade, apresentando peso médio
de 1001,5 mg e 1009,3 mg, respectivamente. Com relacdo a dureza, o lote 2 apresentou uma
média de 12,11 Kgf e 0,5% de friabilidade, esses testes ndo se aplicam ao lote 4, pois possuem
revestimento. O doseamento demonstrou um valor de 97 e 98% do valor tedrico de AAL para
os lotes 2 e 4 e pela dissolugéo in vitro pode-se observar que os comprimidos do lote 2
apresentaram uma liberacdo imediata tanto em pH 1,2 como em pH 7,4, uma vez que em 30
minutos mais de 90% do composto havia sido liberado, enquanto que os comprimidos do lote

4 apresentaram uma liberacdo modificada, uma vez que no pH 1,2 menos de 20% do contetido
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foi liberado e no pH 7,4 houve solubilizacdo do revestimento com liberacdo do ativo em
aproximadamente 30 minutos. Dessa forma, foram obtidos comprimidos revestidos com

liberacdo modificada, ideais para utilizacdo por pacientes com DII.

Palavras-chave: Acido tioctico; Comprimidos Revestidos; Doencas Inflamatérias Intestinais;
Sistema de liberacdo modificado.

ABSTRACT

Alpha-lipoic acid (AAL) is a compound endogenously synthesized by prokaryotic and
eukaryotic cells, playing a central role in cellular energy metabolism. It has excellent
antioxidant activity and several studies have already demonstrated its therapeutic potential,
including inflammatory bowel diseases (IBD). However, pharmacokinetic studies have shown
that their half-life is short, so this work was developed with the objective of obtaining modified-
release tablets, with AAL released in the terminal ileum or proximal colon. For this, AAL were
used as active, the polymers hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) and
carboxymethylcellulose (CMC), babassu mesocarp and magnesium stearate as excipients and
Eudragit® S as coating. The tablets were obtained by direct compression and the physical-
chemical quality control was performed as recommended by the Brazilian Pharmacopoeia,
being evaluated the average weight, hardness, friability, dosage and dissolution in vitro. Only
batch 2 and formulation 4 resulted in quality control approved tablets, with an average weight
of 1001.5 mg and 1009.3 mg, respectively. Concerning hardness, lot 2 presented an average of
12.11 Kgf and 0.5% of friability, these tests do not apply to lot 4, since they have coating. The
assay showed a value of 97 and 98% of the theoretical AAL value for batches 2 and 4 and upon
in vitro dissolution it was observed that the batch 2 tablets showed immediate release at both
pH 1.2 and pH 7., 4, since within 30 minutes more than 90% of the compound had been
released, while the lot 4 tablets showed a modified release, since at pH 1.2 less than 20% of the
content was released and at pH 1.2. 7.4 there was solubilization of the active release coating in
approximately 30 minutes. Thus, modified release coated tablets were obtained, ideal for use
by IBD patients.

Keywords: Thioctic acid; Coated Tablets; Inflammatory Bowel Diseases; Modified Release
System.
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1 INTRODUCAO

O éacido alfa lipoico (AAL), também denominado de acido tioctico, é derivado do acido
octanoico, assim, possui oito atomos de carbono em sua cadeia e um anel ditiolano
(BILLIGREN et al., 2010). Esse composto é sintetizado de forma enddgena tanto em células
procariodticas quanto nas eucaridticas, atuando de forma central no metabolismo energético
celular (SMITH et al., 2004). Estudos preliminares demonstraram a sua a¢cdo como antioxidante
(BIEWENGA et al., 1997), sendo encontradas outras evidéncias da sua acdo em muitas outras
patologias, como nas doencas inflamatorias intestinais (DII) (SUN et al., 2015).

As DIl séo representadas por duas patologias principais, a doenca de Crohn e a retocolite
ulcerativa. A doenca de Crohn é caracterizada por uma inflamacéo transmural ao longo de todo
o trato digestivo, particularmente no ileo terminal e no célon proximal, enquanto a retocolite
ulcerativa é causada por uma inflamacdo persistente em algumas partes do trato digestivo,
principalmente no célon e no reto (KANGAWA et al., 2016). Acredita-se que o inicio e a
progressdo das doencas ocorrem de modo multifatorial, envolvendo fatores genéticos,
ambientais e imunoldgicos (MALOY; POWRIE, 2011).

O processo inflamat6rio na mucosa € resultado direto da ativacao das células do sistema
imune, a0 mesmo tempo que h& uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERO/ERN), agravando a inflamagéo, num processo de retroalimentacéo positiva.
Nesse sentido, acredita-se que a administracdo de compostos antioxidantes seja eficaz na
remissdo dos sintomas (ZHU; LI, 2012).

Diversos estudos pré-clinicos ja demonstraram os efeitos benéficos do AAL em modelos
de colite e/ou ileite induzidas por agentes quimicos em murinos. Em EI-Gowelli e colaboradores
(2015), os resultados demonstraram excelentes atividades antioxidante e anti-inflamatéria do
composto. Em Sun e colaboradores (2015) houve melhora significativa dos sinais clinicos da
doencga no grupo tratado com AAL. Esses resultados foram confirmados por outros trabalhos,
como Trivedi & Jena (2013), Sehirli e colaboradores (2008), dentre outros.

Contudo, estudos farmacocinéticos demonstraram que a absor¢do do AAL ocorre de
forma bastante rapida, no trabalho realizado por Breithaupt-Grogler e colaboradores (1999), foi
possivel observar que as concentragdes plasmaticas maximas eram evidentes entre 30 e 60
minutos apds uma dose oral. Além disso, a eliminacdo do composto ocorre de maneira
igualmente rapida.

Nesse contexto, as formas farmacéuticas com liberacdo modificada sdo primordiais para

contornar esses problemas, uma vez que podem retardar ou prolongar a dissolucéo do ativo.
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Dessa forma, podem ser delineadas com o objetivo de tornar a forma farmacéutica
gastrorresistente, prolongar o efeito terapéutico, liberar o farmaco em um local especifico do
trato gastrointestinal ou ap6s um periodo definido de tempo (PEZZINI et al., 2007).

Atualmente, os sistemas que liberam farmacos no colon sdo uma realidade,
contrapondo-se a ideia de alguns anos atras, quando esse segmento do trato gastrointestinal era
considerado apenas como um local de reabsorcdo de agua e fermentagdo de carboidratos
(FREIRE et al., 2006). O interesse principal nesse tipo de liberacdo é a possibilidade de
melhorar o tratamento e a qualidade de vida dos pacientes acometidos com as DII, tendo em
vista que pode haver aumento da eficacia e redugdo dos efeitos colaterais (REN et al., 2016).

Sabe-se que um sistema ideal para liberar um farmaco no célon deve resistir as variagdes
de pH ao longo do trato gastrointestinal. Nesse sentido, diversas estratégias estdo sendo
investigadas para esse fim, como a utilizacdo de prd-farmacos, sistemas ativados pela
microflora, dependentes do tempo e do pH. Os sistemas dependentes do pH consistem em
materiais poliméricos insollveis em meio &cido e sollveis em pH mais proximo a neutro,
utilizados no revestimento de comprimidos, capsulas, pellets, dentre outros. Esses polimeros
devem ser capazes de prevenir a liberacdo do composto no estdbmago e intestino delgado
proximal e promove-lo no ileo terminal ou cdlon proximal (FREIRE et al., 2006).

Dessa forma, tendo em vista o potencial antioxidante do AAL, podendo auxiliar no
tratamento das DI|, e as suas caracteristicas farmacocinéticas, que consiste num tempo de meia-
vida extremamente curto e uma rapida metabolizacdo, esse trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de obter comprimidos revestidos com um polimero insoltvel em pH acido, o Eudragit®

S, de modo a promover uma liberagdo modificada do AAL, diretamente no alvo terapéutico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Desenvolvimento dos comprimidos de AAL

Para a obtencdo da forma farmacéutica foram utilizados os seguintes materiais: AAL
(lote: 1706051; China) e os excipientes carboximetilcelulose (CMC) (lote: 16E93; China),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (lote: 13189/16; México) e estearato de magnésio (lote:
sem nimero; México) foram adquiridos através da empresa Viafarma®. O mesocarpo de babagu
foi adquirido em uma farmécia de manipulacéo de Teresina, Piaui. O revestimento utilizado

para proporcionar uma liberacéo col6nica foi o Eudragit® S fornecido pela Colorcon®.
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A composic¢do das formulages esta descrita na Tabela 1. Vale ressaltar que a quantidade
de cada excipiente foi determinada por meio de estudos preliminares, sendo realizados testes
em compressora rotativa, marca Lawes®, modelo W-216 com 16 puncgbes de 9 mm. Os
constituintes de cada lote tiveram as particulas calibradas em tamis de malha 60 MesH, foram
misturados grosseiramente, armazenados e enviados para a empresa Colorcon do Brasil Ltda

(Cotia, SP), para a obtencéo dos comprimidos pelo método de compressao direta.

Tabela 1. Composicdo dos comprimidos de liberacdo modificada de AAL utilizados nesse

estudo.

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
AAL 300 300 300 300 300 300 300 300
HPMC 300 450 300 450 - - - -
CMC - - - - 300 450 300 450
MB 390 240 390 240 390 240 390 240
Estearato de magnésio 10 10 10 10 10 10 10 10
Eudragit S500® - - 10 10 - - 10 10
Peso (mg) 1000 1000 1010 1010 1000 1000 1010 1010

AAL 4cido alfa-lipoico; HPMC hidroxipropilmetilcelulose; CMC carboximetilcelulose; MB mesocarpo de
babacu.

2.2 Controle de qualidade fisico-quimico das formas farmacéuticas

O controle de qualidade foi realizado conforme preconiza a Farmacopeia Brasileira 52
edicdo (BRASIL, 2010), sendo avaliados o peso médio, a dureza, a friabilidade, o doseamento de

AAL e a dissolucdo in vitro.

2.2.1 Peso Médio

Para a determinacdo do peso médio, foram pesados individualmente 20 comprimidos,
retirados de forma aleatdria, em balanca analitica, sendo obtida a média aritmética das medidas.
De acordo com a Farmacopeia (BRASIL, 2010), podem ser toleradas apenas duas unidades fora
do limite de variacdo de 1000 mg + 5,0%, contudo, nenhuma pode estar acima ou abaixo do
dobro da porcentagem indicada.
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2.2.2 Dureza

A avaliacdo da dureza de um comprimido possibilita a determinacdo da resisténcia ao
esmagamento ou a ruptura quando submetido a uma pressdo radial, sendo diretamente
proporcional a for¢a de compressao e inversamente proporcional a porosidade (BRASIL, 2010).

Para isso, foram retirados 10 comprimidos, de forma aleatdria, e a analise desse
parametro foi realizada em durémetro Pharmatron®, os resultados estio expressos como a

média dos resultados.

2.2.3 Friabilidade

O teste de friabilidade de um comprimido consiste na medida da sua resisténcia a
abrasdo, sendo indicado apenas para comprimidos nao revestidos (BRASIL, 2010). Para isso,
10 comprimidos foram avaliados em friabilometro Electrolab®, sendo submetidos a 100
rotacoes.

O valor da friabilidade é obtido pela diferenca entre o peso inicial e o peso final dos
comprimidos, sendo calculado o percentual da perda de pd. A Farmacopeia Brasileira permite
uma perda de até 1,5% do seu peso (BRASIL, 2010).

2.2.4 Desintegracéo

A avaliacdo da desintegracdo é realizada com a finalidade de verificar se os
comprimidos desintegram dentro do limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote
sdo submetidas a acdo de aparelhagem especifica sob condi¢cGes experimentais pré-
determinadas (BRASIL, 2010).

Dessa forma, foram utilizados 6 comprimidos de cada lote nos meios acido (pH 1,2) e
basico (pH 7,4) e o tempo necessario para os comprimidos desintegrarem foi cronometrado.

2.2.5 Doseamento de AAL nas formulagOes
Para o doseamento do AAL foram utilizados 20 comprimidos de cada lote, 0s quais

foram triturados em gral até a obtencdo de um pd. Foram pesados 300 mg do pd, sendo

transferidos para balGes volumétricos de 25 mL e solubilizados em etanol. Posteriormente, uma
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aliquota de 830 uL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completado com HCI 0,1 M (pH 1,2) ou com tampao fosfato (pH 7,4). Vale ressaltar que todas
as andlises foram realizadas em triplicata.

As amostras foram submetidas a leitura em espectrofotometro UV-Vis em 334 nm e as
médias das absorbancias obtidas foram convertidas para quantidade de AAL, através da
interpolacdo com uma curva de calibracao preparada com um padrdo AAL de 1000 mg/mL para

cada meio.

2.2.6 Dissolucéo in vitro

O ensaio de dissolucéo foi realizado com a finalidade de verificar a quantidade de AAL
dissolvido nos meios acido (pH 1,2) e basico (pH 7,4), utilizando 0 método de pas. Para isso,
utilizou-se 450 mL de cada meio de dissolucdo e uma velocidade de agitacdo de 50 rpm, vale
ressaltar que o sistema foi mantido em 37° C £ 0,5. Foram avaliados 6 comprimidos de AAL
para cada meio de dissolucdo, sendo a selecdo realizada de forma aleatoria. A liberagdo do ativo
foi monitorada nos tempos de 5, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, sendo as amostras filtradas e
as absorbancias foram verificadas em espectrofotometro UV-Vis para determinacdo da
concentracdo. Os dados foram representados graficamente como percentual cumulativo de
liberacdo do AAL (calculada a partir da quantidade total de AAL em cada formulacdo) versus

tempo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento dos comprimidos de AAL

Os comprimidos de AAL foram planejados com o objetivo de auxiliar no tratamento
das DII, logo a liberacdo do composto no ileo terminal e no célon seria o ideal, para isso,
realizou-se o revestimento com o polimero insolivel em meio acido, Eudragit S100. Além
disso, também era desejavel que houvesse uma liberacéo prolongada, uma vez que os pacientes
possuem um transito intestinal acelerado (MALOY; POWRIE, 2011). Por conta disso, foram
utilizados os polimeros hidrofilicos hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e carboximetilcelulose
(CMC) a fim de constituir sistemas monoliticos.

Os estudos sobre as propriedades de fluxo demonstraram que o AAL possui essa
caracteristica bastante deficiente, havendo necessidade de adicionar excipientes que
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melhorassem esse pardmetro, para isso, foram utilizados o estearato de magnésio como
lubrificante e o mesocarpo de babacu (MB) como deslizante. Vale ressaltar que estudos
demonstraram a degradacdo do composto na presenca da luz, caracterizada por uma mudanca
fisica no composto (KOUFARI, 2014), logo o MB também foi utilizado com a funcdo de
antioxidante da formulagéo, protegendo o ativo de sofrer degradacao.

Os comprimidos podem ser obtidos atraves da compressao direta da mistura do farmaco
com os excipientes ou através da compressao do material previamente granulado. Esse processo
de granulacdo pode ser realizado por via seca ou Umida, no primeiro caso, o granulado sera
obtido por meio de diversas operacdes de compressao e fragmentagdo, enquanto no segundo é
adicionado a mistura de p6s um agente aglutinante, obtendo-se uma massa plastica que pode se
transformar facilmente em granulos, sendo comprimidos em seguida (PRISTA et al., 2011).

O processo de granulacdo apresenta algumas vantagens, como maior homogeneidade da
mistura, maior densidade, melhor fluidez, melhor compressibilidade, entre outras. Contudo, o
processo € bastante complexo, necessitando de varias etapas para obtencdo do granulado,
elevando o custo do processo. Dessa forma, a compresséo direta da mistura dos pds tem sido o
método mais utilizado nos altimos anos (SOARES; PETROVICK, 1999). Sabendo-se que 0
AAL apresenta instabilidade em meio aquoso e possui ponto de fusdo em torno de 60 °C, o
método de compressao direta torna-se a melhor opcao para obtengdo dos comprimidos.

Os comprimidos foram obtidos em escala industrial, sendo utilizada compressora
Sanchez - Junior Press® com puncéo oblongo 18 mm x 9,5 mm. Entretanto, apenas os lotes 2 e
4 tiveram a dureza e a friabilidade necesséarias para assegurar a qualidade final do produto.
Como os demais lotes nédo tiveram os resultados esperados durante o processo de producéo, 0s

comprimidos ndo foram obtidos.

2.2 Controle de qualidade fisico-quimico

O controle de qualidade fisico-quimico foi realizado apenas com os comprimidos dos

lotes 2 e 4 e os resultados estdo expressos na Tabela 2.



107

Tabela 2. Resultados do controle de qualidade fisico-quimico

Parametros Especificacdes Lote 2 Lote 4
(BRASIL, 2010)
Peso médio (mg) 1000 mg+5% 1001,5 1009,3
Dureza (Kgf) Informativo 12,11 -
Friabilidade (%) <15 0,5 -
Teor (%) Entre 90-110 97 98
Desintegragao (min) 7 357

Os comprimidos do lote 2 apresentaram valores de dureza e friabilidade que garantem
a qualidade do produto. Embora ndo haja uma especificacdo da Farmacopeia Brasileira para a
dureza, um valor minimo de 4 Kgf é considerado suficiente para se obter comprimidos
fisicamente estaveis que ndo sdo propensos a quebrar durante o manuseio de rotina. A
friabilidade de todos os comprimidos foi inferior a 1%, indicando que os comprimidos teriam
estabilidade fisica suficiente durante a embalagem, transporte e manuseio (GUERRA-PONCE
et al., 2016).

Vale ressaltar que os comprimidos do lote 4 possuem revestimento com Eudragit®S500,
logo ndo ha necessidade de realizar os testes de dureza e friabilidade. Além disso, ndo foi
possivel realizar otimizagdes nas outras formulacdes, uma vez que 0 processo de compressao
foi realizado na industria farmacéutica Colorcon.

Com relagéo ao teor, os comprimidos dos dois lotes estavam dentro das especificacdes
exigidos pela Farmacopeia Brasileira, com 97 e 98% do valor declarado e o teste de
desintegracdo apresentou resultados satisfatorios, com o lote sem revestimento desintegrando
completamente em 7 minutos e o lote com revestimento em 35 minutos.

Por fim, realizou-se o ensaio de dissolucéo in vitro para verificar o comportamento dos
comprimidos ndo revestidos (lote 2) e revestidos (lote 4). Incialmente foi utilizado um meio

acido, com pH 1,2, a fim de mimetizar o suco gastrico. Os resultados estdo na Figura 2.
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Figura 2. Perfil de dissolugdo dos comprimidos de AAL em pH 1,2.
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E possivel observar que os comprimidos sem revestimento tiveram 90% do AAL
liberado apds 30 minutos do teste, mesmo com a utilizacdo de uma concentracdo elevada do
polimero HPMC, este néo foi capaz de prolongar a liberacéo do ativo. Contudo, o revestimento
com Eudragit® S preveniu a liberagdo do composto nesse meio de dissolugdo, havendo
aproximadamente 20% de liberacéo.

Quando se deseja prolongar a liberagdo de um farmaco numa formulacéo farmacéutica,
utiliza-se, na maioria das vezes, algum derivado da celulose, sendo a HPMC uma das mais
utilizadas para as formas orais. Nesse sentido, a sua capacidade de intumescimento/relaxamento
possui acdo direta na cinética de liberacdo. Além disso, a sua natureza ndo toxica e nao ibnica,
aliados a sua capacidade de incorporar quantidades elevadas de substancias ativas, a
simplicidade, a rapidez e a economia da tecnologia associada a sua preparacao e a possibilidade
de fabricacdo de comprimidos matriciais por compressdo direta, também contribuem
diretamente para a sua escolha (LOPES et al., 2005).

Estudos ja demonstraram que a liberacdo do farmaco nos sistemas desenvolvidos com
HPMC é dependente da velocidade de penetracdo da agua no sistema. Assim, quando utilizado
em concentragOes elevadas, as cadeias lineares de HPMC formam um emaranhado, resultando
numa camada gelatinosa bastante resistente. 1sso ndo é observado quando uma menor

concentracdo do polimero € utilizada, pois obtém-se uma menor viscosidade, 0 que possibilita
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uma liberagdo quase imediata dos farmacos (COLOMBO et al., 2000). Dessa forma, apesar de
ter sido utilizada uma alta concentragédo nas formulagdes desenvolvidas, a HPMC apresentava
uma viscosidade de 5,9 mPa, logo essa caracteristica pode ter contribuido para o resultado
obtido nesse estudo.

Ademais, o0 mesocarpo de babagu foi utilizado nas formula¢Ges como agente deslizante
pelo seu alto teor de amido (68,3%) e antioxidante, contudo, estudos ja demonstraram a sua
acao como agente desintegrante (NONATO et al., 2013). Dessa forma, a quantidade utilizada
nos comprimidos pode ter favorecido essa caracteristica, acelerando a penetracdo da agua no
sistema, tornando-o de liberagdo imediata.

Ao observar o perfil de dissolucdo em pH 7,4 (Figura 3), cuja intencdo foi simular o
meio entérico, pode-se verificar que os comprimidos sem revestimento também tiveram o seu
conteddo totalmente liberado em aproximadamente 30 minutos. Assim, da mesma forma que o

ensaio anterior, ndo houve modulagéao da liberagéo pelo HPMC.

Figura 3. Perfil de dissolucdo dos comprimidos de AAL em pH 7,4

100 — 5 a
;\: 80 A
0
=i
> _
= 60
2 . —D—LoteZI
© —O0— Lote 4
o 40
o
©
£
i 20-
0
T T T T T L T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Com relagdo aos comprimidos com revestimento, aproximadamente em 30 minutos
houve a solubilizacdo do polimero Eudragit® S, sendo possivel visualizar a sua saida dos
comprimidos, em seguida, todo o contetdo de AAL foi liberado, entretanto, também n&o houve
modulacéo da liberacdo pelo HPMC.
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Mesmo que todo o AAL tenha sido liberado em 30 minutos no pH 7,4, a presenca do
revestimento protegeu a sua liberacdo no meio acido. Portanto, os comprimidos revestidos
devem liberar o0 seu contetido apenas ao chegar no intestino, cujo pH estd mais proximo a
neutro. Dessa forma, esse trabalho possibilitou o desenvolvimento de uma forma farmacéutica

com liberagédo modificada com potencial para ser utilizado em pacientes com DI|I.

4 CONCLUSAO

Os comprimidos de AAL obtidos apresentaram as caracteristicas fisico-quimicas de
acordo com o exigido pela Farmacopeia Brasileira. Com relagdo ao perfil de dissolucdo, os
comprimidos sem revestimento liberaram o seu contetido ap6s 30 minutos nos dois meios de
dissolucdo utilizados, enquanto que os revestidos com Eudragit® S500 foram gastrorresistentes
e liberaram o seu conteudo apenas no pH entérico, logo possuem potencial para ser utilizados
por pacientes acometidos pelas DII.
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CONCLUSOES

VI.

VII.

VIIIL.

Os dados obtidos através da prospeccdo cientifica e tecnoldgica demonstraram o
potencial do AAL como antioxidante e anti-inflamatdrio, podendo ser utilizado como
adjuvante no tratamento das doencas inflamatdrias intestinais (DI1).

A prospeccao tecnoldgica revelou uma caréncia de produtos contendo AAL destinados
ao tratamento das DII, sendo uma area disponivel para investigacao.

Foi desenvolvido um método para quantificacdo do AAL por espectrofotometria UV-
Vis, com baixo custo e grande facilidade de execucdo. Este foi validado segundo a
legislagdo vigente, RDC n° 166 de 2017, obtendo-se um método linear, preciso, exato e
robusto.

No estudo de pré-formulacdo do AAL foi possivel verificar que o pd apresenta uma
coloracdo amarela, com tendéncia a formar aglomerados. O MEV mostrou particulas
com estrutura cristalina, confirmados pelo difratograma. Além disso, as propriedades
de fluxo do material foram ruins, havendo a necessidade de utilizar excipientes que
melhorem essa caracteristica.

O AAL utilizado como matéria-prima para obtencao dos comprimidos foi caracterizado
através de comparacdo com padrdo analitico USP pelas técnicas de espectroscopia no
infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN), as quais confirmaram a
identidade do material.

Foram obtidos comprimidos contendo AAL, HPMC, mesocarpo de babacu e estearato
de magnésio, os quais foram submetidos a analise fisico-quimica, sendo aprovados
conforme os critérios exigidos pela Farmacopeia Brasileira. O ensaio de dissolu¢do in
vitro mostrou que se trata de comprimidos de liberacdo imediata, uma vez que todo o
contetdo foi liberado em até 30 minutos nos dois meios de dissolucdo avaliados.

Além disso, foram obtidos comprimidos com a mesma composic¢do do anterior, mas
revestidos com o polimero Eudragit® S, que modulou a liberagdo do contetido, pois em
pH 1,2 ndo houve liberacdo do composto, sendo totalmente liberado no meio de
dissolugao com pH 7,4.

Os comprimidos com revestimento apresentam uma liberacdo modificada, podendo ser

utilizados por pacientes com DI|I.
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PERSPECTIVAS

¢ Vinculacdo a um programa de doutorado para continuidade do estudo
e Realizar os estudos pré-clinicos em modelos animais de DI|I

e Realizar os estudos de estabilidade de curto prazo e de longo prazo das formulacfes
desenvolvidas

e Desenvolver artigos cientificos e depositar pedido de patente do produto desenvolvido
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