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RESUMO

A malaria é um problema de saude mundial. Esta doenca é causada pela infeccdo dos
eritrocitos com o protozoario do género Plasmodium. A atovaquona (ATQ) é um analogo
estrutural da coenzima Q, usado como monoterapia ou em combinagdo com proguanil no
tratamento da maléria. A incorporacdo de farmacos de reduzida hidrossolubilidade, como a
ATQ, em veiculos tradicionais, € frequentemente limitada devido a razdes de solubilidade.
Neste contexto, nanoemulsdes oferecem uma alternativa promissora devido a sua efetividade
na solubilizacdo de farmacos, aumentando a eficacia, e reduzindo os efeitos adversos. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoemulsdes catibnicas contendo ATQ para
administracdo intravenosa. Nanoemulsdes compostas de ATQ, triglicerideos de cadeia média,
lecitina de gema de ovo, 1,2-dioleoil-3-trimetil aménio propano (DOTAP), glicerol,
polissorbato 80 e &gua foram obtidas pelo método de emulsificacdo esponténea. Este método
levou a obtencdo de nanoemulsbes monodispersas com um didmetro médio de
aproximadamente 200 nm, como confirmado pela microscopia eletronica de transmissdo. O
potencial ¢ das nanoemulsdes foi positivo (> 30 mV em pH 5). Um método isocratico de
cromatografia liquida de fase reversa foi validado para quantificar ATQ. O método foi
especifico, linear, preciso e exato para a quantificacdo de ATQ. O teor de farmaco para todas
as formulacdes foi proximo a 95%. A ATQ liberada a partir das nanoemulsées foi avaliada
em dois meios diferentes (RPMI-1640 + 0,5% albumina ou PBS + 0,5% polissorbato 80) apos
a separacdo de ATQ livre através das membranas de ultrafiltragdo (poro de 0,1um).
Independente do meio utilizado, ATQ foi progressivamente liberada a partir das formulac6es
em funcdo do fator de diluicdo e permaneceu constante em funcdo do tempo. A maior
liberacdo de ATQ foi observada para nanoemulsdes contendo polissorbato 80 e no meio
contendo este tensoativo ndo idnico em condi¢Bes sink. O diametro das nanoemulsdes
permaneceu inalterado nas condicdes de liberagdo para nanoemsulfes contendo polissorbato
80 enquanto uma inversdo do C- potencial de valores positivos para negativos foi detectado.
Tais formulagbes mostraram uma inibi¢do do crescimento do parasita in vitro frente a cepas

de P. falciparum resistentes a ATQ.

Palavras chave: atovaquona, nanoemuls@es catidnicas, estudos de liberagdo, polissorbato 80.






ABSTRACT

Malaria is a global public health problem. This disease is caused by infection of red blood
cells with protozoan parasites of the genus Plasmodium. Atovaquone (ATQ) is a structural
analogue of coenzyme Q used as monotherapy or in combination with proguanil in malaria
treatment. The incorporation of poorly-water soluble drugs such as ATQ in well-accepted
vehicles is frequently limited due to solubility reasons. In this context, nanoemulsions offer an
appealing alternative due to their effectiveness in drug solubilization, improved efficacy, and
reduced side effects. The main purpose of this study was to develop cationic nanoemulsions
containing ATQ for intravenous administration. Nanoemulsions composed of ATQ, medium
chain triglycerides, egg lecithin, dioleoyl trimethylammonium propane (DOTAP), glycerol,
polysorbate 80 and water were obtained by means of spontaneous emulsification. This
procedure led to obtaining monodisperse nanoemulsions with mean droplet size of
approximately 200 nm, as attested by transmission electron microscopy. - potential of
nanoemulsions was positive (> 30mV at pH 5). An isocratic reversed — phase liquid
chromatography method was validated for ATQ quantification. The method was specific,
linear, precise, and accurate for ATQ quantification. The drug content in all formulations was
close 95%. The ATQ release from nanoemulsions was evaluated in two different media
(RPMI-1640 + 0.5% albumin or PBS + 0.5% polysorbate 80) after separation of free ATQ on
ultrafiltration membranes (cut off 0.1um). Whatever the media used, ATQ was progressively
released from formulations upon the dilution ratio and remained constant over time. A higher
release of ATQ was observed for nanoemulsions containing polysorbate 80 and in the media
containing this non-ionic surfactant in sink conditions. The droplet size of nanoemulsions
remained unchanged in the release conditions for nanoemulsions containing polysorbate 80
whereas an inversion of the C-potential from positive to negative values was detected. Such
formulations showed in vitro an inhibition of parasite growth against an ATQ-resistant P.

falciparum strain.

Keywords: atovagquone, cationic nanoemulsion, release studies, polysorbate 80
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A maléria € uma doenca causada pelo protozoario do género Plasmodium que
pode levar a morte criancas e adultos. Em 2010, ocorreram 219 milhdes de casos de
malaria e aproximadamente 660.000 mortes, atingindo mais de 100 paises (WHO,
2013). No Brasil, a regido Amazonica é considerada uma area endémica para essa
doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A maléria atinge principalmente paises localizados em regifes tropicais do
planeta, onde o mosquito transmissor da doenca (género Anopheles) se desenvolve. E
nesse vetor que ocorre o ciclo sexuado da doenca. O ciclo assexuado ocorre no homem
e se divide em duas fases distintas: tissular (no figado) e eritrocitica. Ap6s o estagio
pré-eritrocitico (tissular) de desenvolvimento e multiplicacdo, 0s merozoitos sdo
liberados na corrente circulatdria. Estes se ligam e penetram nos eritrocitos, seguido de
replicacdo, rapido crescimento e divisdo (esquizogonia), que resulta na producdo de

merozoitos capazes de penetrar em novos eritrocitos (RANG et al., 2008; CDC, 2013).

Existem mais de 100 espécies de protozoarios do género Plasmodium, dos quais
apenas cinco infectam os humanos: P.falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P.
knowlesi (CDC, 2013; RANG et al., 2008). Os casos de malaria por P.falciparum sdo
0s mais graves (RANG et al., 2008), uma vez que a infec¢do causada por essa espécie
é responsavel pelas mais altas taxas de parasitemias e mortalidade (PIMENTEL et al.,
2007). A malaria causada por essa espécie € conhecida como malaria tercd maligna. A
natureza maligna do P. falciparum pode estar relacionada com o fato de que a
parasitemia ocorre indiscriminadamente em todas as hemacias com receptores para
glicoforina. Adicionalmente, o P. falciparum induz a formacgdo de proeminéncias nas
membranas dos eritrocitos, responsaveis pela adesdo ao endotélio dos microvasos.
Esse processo causa obstrugdo vascular, hipoxia tecidual e/ou necrose isquémica
(RANG et al., 2008; PIMENTEL et al., 2007). O P. falciparum ndo possui um estagio
exoeritrocitico, dessa forma, se o estagio eritrocitico for erradicado, ndo ocorrem
recidivas (RANG et al., 2008).

Apesar do grande numero de farmacos disponiveis para o tratamento da

maldaria, a complexidade do ciclo de vida do parasito e a versatilidade bioldgica do
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mesmo lhe permitem adquirir resisténcia as inUmeras estratégias farmacoterapéuticas
(VALE et al., 2005). O P. falciparum é o responsavel pelos casos mais graves de
resisténcia, pois hoje ela é observada para todos os antimalaricos disponiveis, inclusive
aos derivados de artemisinina, que vinham sendo utilizados com sucesso como uma
Gltima alternativa terapéutica para estes casos (WHO, 2013; EKLAND E FIDOCK,
2008; DONDORRP et al., 2009).

A atovaquona (ATQ) [Figura 1] é um farmaco hidroxinaftoquinonénico com
potente atividade inibitoria do crescimento de varios parasitas patogénicos, como
Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii e P. falciparum (RANG et al., 2008;
HANSSON et al., 1996). O mecanismo de acdo deste farmaco é primariamente pela
inibicdo da cadeia de transporte de elétrons do parasita, possivelmente imitando o
substrato natural ubiquinona. A sua absorcao é variavel e limitada, impedindo muitas
vezes que a concentracdo plasmatica necessaria para a resposta terapéutica seja
alcancada, sendo o seu carater lipofilico a provavel causa dessa baixa absorcéo
(ROLAN et al., 1994). Para o tratamento da malaria, ATQ ¢ utilizada em associa¢do
com o farmaco proguanil, da classe dos antifolatos, para obtencdo de um efeito
sinérgico (RANG et al., 2008). Esta combinagdo estd disponivel comercialmente na
forma de comprimido para administracdo oral (Malarone®), desenvolvido pela Glaxo

Wellcome (Reino Unido).

Cl

Figura 1 - Estrutura quimica da atovaquona.

A ATQ ¢é um farmaco fracamente solivel em uma variedade de solventes

orgénicos e sua solubilidade em solventes aquosos é muito limitada (< 200ng/mL)
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(CAUCHETIER et al., 1999). Dessa maneira, a fim de aumentar a eficacia do
tratamento com este farmaco, sua incorporagdo em sistemas de liberagdo com nucleo

lipidico se torna uma possibilidade promissora para o tratamento da malaria.

Dentre esses, podemos destacar as nanoemulsdes de uso parenteral, que séo
sistemas em escala nanométrica, nos quais uma fase oleosa € dispersa, na forma de
goticulas, em outra fase aquosa, formando o sistema "6leo em agua™ (O/A) (FLOYD,
1999; GERSHKOVICH et al.,, 2008). A administracdo desses sistemas surgiu na
década de 1960, como fonte de calorias e acidos graxos essenciais para pacientes com
necessidade de nutricdo parenteral. Posteriormente, nanoemulsbes foram
desenvolvidas como sistemas carreadores de farmacos de reduzida hidrossolubilidade
(FLOYD, 1999). Além disso, estudos recentes tém investigado a possibilidade de
modulacdo na composicdo da interface dessas goticulas a fim de direciona-las a alvos
especificos através da incorporacdo de lipideos catibnicos a fim de promover uma

interacdo eletrostatica entre nanoestruturas e eritrécitos (HASAN et al,2011).

Considerando-se as potencialidades da incorporacdo de compostos lipofilicos
em sistemas nanoemulsionados cationicos, bem como e seu direcionamento aos
eritrocitos infectados por P. falciparum, a presente dissertacdo tem por objetivo geral o
desenvolvimento de nanoemulsdes catidnicas de uso parenteral contendo ATQ. A

dissertacdo esta estruturada em dois capitulos:

— O capitulo I apresenta um artigo de revisao abordando os diferentes aspectos

relativos ao desenvolvimento de nanoemulsdes como sistemas de liberagdo parenteral.

— O capitulo II apresenta os resultados experimentais relativos ao
desenvolvimento de nanoemulsdes catidnicas contendo ATQ, incluindo estudos de
formulacdo, de caracterizacdo fisico-quimica, de validacdo de metodologia analitica,

de liberacdo, bem como de inibi¢do do crescimento in vitro de P. falciparum.
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