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1. INTRODUCAO

A reparagdo do musculo esquelético € necesséria quando o tecido muscular
sofre lesdes, que sao caracterizadas pelo processo de inflamacéao e degeneracéo
do sitio danificado (KARALAKI et al., 2009) Em resposta a doenca ou lesdo, as
células miogénicas quiescentes, chamadas de células satélites, sdo ativadas,
multiplicadas, diferenciadas e se fundem para formar fibras multinucleadas
musculares que iniciam o processo de regeneracdo com outras células-tronco
nao-musculares (ANDERSON, 2000).

Os trabalhos anteriores mostraram que MyoNovin é capaz de iniciar a
miogénese através da ativacao das células satélites do musculo esquelético pela
doacdo de Oxido nitrico para as células-alvo. MyoNovin (1,2-di-O-nitro-3-(o-
metoxifenoxi) — propanediol) € um composto sintetizado a partir do relaxante
muscular guaifenesina (3-(o-metoxifenoxi)-1,2 — propanediol) (LEITER et al.,
2010). Este farmaco foi primeiramente sintetizado em 2009 por Anderson, Wang e
Burczynski na University of Manitoba, Winnipeg/MB — Canada (WANG et al.,
2009).

Desta forma, foi realizada a sintese, purificacdo e caracterizacdo pela
técnica de cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) e teste de liberagcédo
transdérmica a partir do método de difusdo em células de Franz.

Por atuar como um doador de 6xido nitrico, este farmaco apresenta papel
na proliferacdo de células musculares, e potencial para o crescimento do musculo
esquelético e regeneragcdo muscular em idosos (ANDERSON, 2006). Portanto,
esta pesquisa visa promover a funcdo normal muscular de tecidos lesionados, e
possivelmente, tratar doengas neuromusculares. Assim, o objetivo do trabalho foi
o desenvolvimento e avaliacdo da liberacdo transdérmica do farmaco MyoNovin a
partir do método de difusdo em célula de Franz.

2. METODOLOGIA

2.1 Sintese de MyoNovin

A sintese de MyoNovin foi realizada em duas etapas. A primeira reacao
envolveu a mistura de guaiacol (C;HgO,), brometo de alila (C3HsBr) e carbonato
de potassio (K.CO3). Tais reagentes estavam sob equivaléncia de 1 (para
guaicol), 1.2 (brometo de alila) e 1,5 (carbonato de potassio).

O produto intermediario desta reacao foi concentrado por destilador a vacuo
e foi caracterizado como composto oleoso. Com a finalidade de testar a pureza e
avaliar todos os componentes da mistura, o0 método de TLC (cromatografia de
camada delgada) foi usado com um sistema de solventes incluindo 90% de
hexano e 10% de acetato de etilo.

Na segunda reagdo, ao produto intermediario foram adicionados iodo (I,) e
nitrato de prata (AgNO3) (WOZNIAK et al., 2009). A equivaléncia dos reagentes foi
de 1,0 (para o produto intermediario), 1.0 (iodo) e 4.0 (nitrato de prata). O produto
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final também foi concentrado por destilado a vacuo e as reacdes foram monitoras
pela técnica de TLC (WANG et al., 2009).

2.2 Cromatografia em coluna e Cromatografia de alta eficiéncia (HPLC)

Com o objetivo de determinar o tempo de eluicdo de MyoNovin, foi utilizada
a técnica de cromatografia em coluna com silica gel, e posterior, cromatografia de
alta eficiéncia (HPLC).

Véarias amostras foram coletadas em eppendorf a partir da técnica de
separacdo cromatografia em coluna com silica gel (AGUILAR, 2004). Com a
finalidade de determinar o tempo de eluicdo e analisar o produto final as amostras
foram lidas por HPLC.

Dois solventes diferentes foram testados em varias concentracdes, injecoes
e fluxos totais para definir a melhor fase moével: acetonitrila ou metanol. Ambos
foram diluidos em agua.

2.3 Liberacdo transdérmica

Célula de difusdo de Franz é um método que analisa a interacdo entre a
pele, drogas e formula¢des utilizando membranas naturais ou sintetizadas. O
sistema de liberacdo transdérmica é constituido por dois componentes de vidro
separados por uma fina membrana (NG et al., 2010). No presente trabalho as
membranas artificiais foram usadas para testar a permeabilidade de MyoNovin.

A liberacdo transdérmica do farmaco MyoNovin foi avaliada a partir do
método de difusdo em célula de Franz. Para essa avaliacédo, duas solucfes foram
realizadas, uma utilizando PBS (salina tamponada com fosfato) com albumina
(ALB PBS + 1%), e outra, sem a proteina albumina (apenas PBS). Os dois
sistemas foram testados e analisados por HPLC em solvente acetonitrila e éleo de
canola 1% foi utilizado como veiculo para o farmaco.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cromatografia de alta eficiéncia (HPLC)

As analises de HPLC foram realizadas para identificar o tempo de elui¢do
de MyoNovin e detectar outros picos em relagcdo a outras substancias. Os
solventes metanol (METH) e acetonitrila (ACN) foram testados em diferentes
concentracgdes, injecdes, e fluxos totais. Acido formico também foi comparado nos
diferentes solventes.

As tabelas abaixo mostram o tempo que o pico de MyoNovin aparece para
cada caso:

Tabela 1: Picos de MyoNovin com diferentes solventes e sem acido
férmico.

ACN — Concentracdo: 1mg/mL de MyoNovin. Injecdo: 1uL. Sem acido formico
Fluxo ACN60% ACNB80% ACN100%
0.7mL/min 4.5minutos
0.8mL/min 8.5minutos 4minutos 2.5minutos
0.9mL/min 2.5minutos
1.0mL/min 3minutos
1.2mL/min 3minutos 2minutos
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Tabela 2: Picos de MyoNovin com diferentes solvestes e 0.1% de acido formico.

ACN — Concentracdo: 1mg/mL de MyoNovin.Injecdo:10uL. 0.1% acido férmico

Fluxo ACN 60% ACN 80% ACN 100%
0.7mL/min 3minutos
0.8mL/min 5minutos 3minutos 2.5minutos
1.0mL/min 2.5minutos 2minutos
1.2mL/min 1.5minutos

METH — Concentra

ao: 1Img/mL de MyoNovin. Injec&o: 10pL.

0.1% &cido férmico

Fluxo METH60% METH80% METH100%
0.8mL/min 8.5minutos 3minutos 2.5minutos
1.0mL/min 6.5minutos 3minutos
1.2mL/min 5.5minutos 2minutos
1.4mL/min 4.5minutos 2minutos

Comparando o fluxo total entre metanol e acetonitrila, o Gltimo mostrou os
melhores resultados, jA que o tempo de eluicdo de MyoNovin foi menor para o
solvente acetonitrila. Depois disso, MyoNovin foi analisado com e sem acido
férmico em diferentes concentracdes e injecdes para o solvente acetonitrila. E foi
possivel observar que quanto maior a concentracdo menor serd o tempo de
eluicdo, de modo que o pico MyoNovin serd mostrado de forma mais rapida.
Assim, a pureza e a caracterizacdo de MyoNovin foram confirmadas a partir da
técnica de HPLC e o solvente acetonitrila 60% mostrou ser uma boa opcéo para a
fase movel para analisar o farmaco MyoNovin.

3.2Liberacao transdérmica

Considerando MyoNovin como um farmaco lipofilico, era esperado uma
ligacdo entre MyoNovin e albumina durante o ensaio transdérmico. No entanto,
analisando todas as amostras de sistemas com e sem albumina pela técnica de
HPLC, foi notado que MyoNovin nao foi observado no mesmo tempo de elui¢do
que tinha sido verificado durante a caracterizacdo do farmaco. Portanto, pode-se
dizer que as amostras testadas em fluxo transdérmico ndo apresentaram ligacao
com a albumina.

4. CONCLUSOES

A metodologia utilizada foi eficiente para produzir e caracterizar o farmaco. O
solvente acetonitrila 60% em &agua mostrou ser uma opcdo de eluente para
analisar o farmaco MyoNovin. O uso de Oleo de canola como veiculo para
MyoNovin nao foi favoravel para estudar a permeabilidade em fluxo transdérmico .
Mais estudos transdérmicos sado necessarios antes da validacao do uso topico de
MyoNovin.
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