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RESUMO

Estudos Para Obtencgao e Caracterizagao de Sistemas Nanoparticulados
Contendo Acido Valproéico e Avaliagido da Penetragao Deste pela Barreira

Hematoencefalica

A epilepsia € normalmente a associagado de pré-disposi¢cao genética e doenga ou
uma lesao cerebral. Aproximadamente 1 entre 50 a 100 pessoas apresentam essa
pré-disposicdo a convulsdes. Um dos farmacos mais prescritos e utilizados para o
tratamento de convulsdes é o acido valpréico (AV), tornando-se a medicagao de
primeira escolha no tratamento da epilepsia infantil por apresentar um amplo
espectro de agao, embora apresente efeitos colaterais bastante conhecidos como
pancreatite e a hepatotoxicidade, que pode ser fatal. Sistemas nanoparticulados
como nanocapsulas, obtidas a partir da utilizagdo de polimeros biodegradaveis como
o polietilenoglicol (PEG) e macromoléculas naturais como a quitosana (QS), que
proporcionam hidrofilia e bioadesividade, tém sido estudadas com o objetivo de
aumentar a penetracao cerebral e reduzir a dosagem do farmaco. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente
nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo AV e revestidas com QS (NCQ) e/ou
com PEG 6000 (NCP e NCAQP), investigar a farmacocinética plasmatica, a
penetracdo do AV através da barreira hematoencefalica (BHE) por microdidlise e a
hepatotoxicidade em ratos Wistar. Nanocapsulas revestidas com QS (NCQ) foram
obtidas pelo método de nanoprecipitacdo do polimero pré-formado seguido do
revestimento com adicdo de 5 mL de solugcdo de QS a 1%. Para a preparagédo de
NCP, foi utilizada metodologia similar adicionando 0,7% de PEG 6000 na fase
aquosa. Para a preparagao de NCQP, as nanocapsulas preparadas com a adicao de
0,35% de PEG 6000 e revestidas posteriormente com solugédo de QS a 1% (2,5 mL).
As formulagdes foram caracterizadas fisico-quimicamente avaliando-se o tamanho
das particulas, potencial zeta, pH e taxa de incorporagdo. As nanocapsulas foram
visualizadas por MET e a estabilidade foi investigada por retroespalhamento de luz
(Turbiscan Lab®). As formulacdes (AV 5 mg/mL) apresentaram um pequeno
tamanho de particula (144,2 £ 2,0 nm, 153,2 + 1,8 nm, e 231,3 £ 15,6 nm, para
NCQ, NCP e NCQP, respectivamente), com baixo indice de polidispersao, alta taxa

de incorporagéao (95 a 98 %), pH acido, potencial zeta positivo para NCQ (+8,7 £ 0,4



mV) e negativo para NCP (- 6,6 £+ 0,8 mV) e NCQP (- 2,8 £+ 1,3 mV). As
fotomicrografias mostraram particulas de forma esférica e as formulagdes
demonstraram boa estabilidade durante 24h de analise a 40°C. As concentracdes
plasmaticas foram investigadas em ratos Wistar (15 mg/kg via i.v. de AV) para todas
as formulagbes e valproato sddico (grupo controle). A anadlise farmacocinética
compartimental apresentou uma distribuicdo muito rapida para o AV em NCQ e a
ASCy.. aproximadamente duas vezes menor em comparagao a NCP, NCQP e o
farmaco livre (3874 + 1775; 8280 £ 2136; 7849 + 1021 e 7978 + 3622 ug/mL/min,
respectivamente). O clearance do AV aumentou significativamente para NCQ (0,284
t 0,156 L/h/kg) (o = 0,05%). A penetragdo do AV através da BHE foi realizada em
ratos Wistar acordados por microdialise (MD) cerebral, no cértex frontal utilizando
sondas CMA/12 (3 mm). Os experimentos de MD mostraram um aumento de 5
vezes no fator de penetragdo cerebral apdés a administracdo de NCQ em
comparagdo com o farmaco em solugdo (0,110 and 0,021, respectivamente),
demonstrando a viabilidade da utilizacdo de QS como polimero de revestimento
objetivando a BHE. A NCP demonstrou um aumento de 1,7 vezes no fator de
penetracdo cerebral e NCQP ndao demonstrou qualquer diferenga na penetragdo. A
investigacdo da hepatotoxicidade do AV foi realizada apds cinco dias de tratamento
(dose de 30 mg/kg q12h de AV) em solugdo ou em nanocapsulas (NCQ ou NCP)
com grupo controle de solugéo salina. Os niveis séricos de asparto aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-glutamiltransferase (GGT), fosfatase
alcalina (FAL), creatinina (CRE) e uréia foram determinados. Os resultados mostram
a manutencao dos niveis normais de enzimas hepaticas como a ALT e FAL para
NCQ (54,2 + 11,2 Ul/mL and 149 + 26 Ul/mL) demonstrando um efeito
hepatoprotetor ndo observado para os outros grupos. Analises histolégicas do figado
dos animais ndo apresentaram a formacédo de esteatose microvesicular para NCQ
em comparagado com a formagéo de esteatoses em todos os outros grupos, incluindo
o grupo controle. Ao final, os resultados indicaram que NCQ possa ser uma
formulacdo em potencial, necessitando ser investigada pelo aumento da penetracao

cerebral de AV e efeito hepatoprotetor observados.

PALAVRAS-CHAVE: Acido valpréico, nanocapsulas, quitosana, polietilenoglicol,
farmacocinética, microdialise, penetracao barreira hematoencefalica,

hepatotoxicidade.
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ABSTRACT

Obtention and characterization of nanoparticulated systems loaded with

valproic acid and evaluation of its blood-brain barrier penetration

Epilepsy is usually a combination of genetic pre-disposition and a disease or a brain
damage. About 1 in 50 to 100 people has this genetic predisposition to seizures. One
of the world’s most prescribed drugs to treat epileptic seizures is valproic acid (VA),
which is the first choice drug to treat epilepsy in childhood due to its broad spectrum
of action, although its well known side effects such as pancreatitis, hepatotoxicity can
be fatal. Nanoparticulated systems such as nanocapsules, obtained from
biodegradable polymers like polyethylene glycol and natural macromolecules like
chitosan, who gives the system hidrophilicity and bioadhesivity, have been used to
increase brain penetration and reduce drug doses. In this context, the present work
aimed to develop and physicochemically characterize poly(e-caprolactone)
nanocapsules loaded with VA and coated with chitosan (NCQ) and/or polyethylene
glycol (PEG) 6000 (NCP and NCQP), and to investigate their plasma
pharmacokinetics, VA blood-brain barrier penetration (BBB) by microdialysis and
hepatotoxicity in Wistar rats. Nanocapsules coated with chitosan were obtained by
nanoprecipitation of preformed polymer followed by coating with 1% chitosan solution
added prior to final adjustments at a volume of 5 mL. For NCP preparation, similar
methodology was used adding 0.7% PEG 6000 in the aqueous phase. For NCQP
preparation, the nanocapsules prepared with PEG 6000 (0.35% wi/v) was further
coated with chitosan 1% in solution adding 2.5 mL prior to the final adjustments. The
formulations were physicochemical characterized by particle size, zeta potential, pH,
incorporation efficiency. The particles were visualized by MET and the stability
investigated by backscattering (Turbiscan Lab®). The formulations (VA 5 mg/mL)
presented small particle sizes (144.2 + 2.0 nm, 153.2 + 1.8 nm, and 231.3 £ 15.6 nm,
for NCQ, NCP and NCAQP, respectively), with low polidispersion index, high
incorporation efficiency (95 to 98 %) and acid pH. The zeta potential was positive for
NCQ (+8.7 = 0.4 mV) and negative for NCP (- 6.6 + 0.8 mV) and NCQP (- 2.8 £+ 1.3
mV). The photomicrography of all formulations showed spherically shaped particles.
The formulations showed good stability during 24 hours investigation at 40 °C.

Plasma concentrations were investigated in Wisar rats after 15 mg/kg i.v. dosing of



all formulations and sodium valproate solution (control group). The pharmacokinetic
compartmental analysis showed a very rapid distribution of VA when incorporated in
NCQ in comparison to the other formulations and the AUCy... about two times lower
in comparison to NCP, NCQP and the drug alone (3874 + 1775; 8280 +2136; 7849 +
1021 and 7978 + 3622 ug/mL/min, respectively). VA clearance was significantly
increased after NCQ dosing (0.284 + 0.156 L/h/kg) (a0 = 0.05 %). Drug penetration
through BBB was performed in awaken Wistar rats by brain microdialysis at the
frontal cortex using CMA/12 probes (3 mm). The microdialysis experiments showed a
five times increase in VA brain penetration factor after NCQ administration in
comparison to drug alone (0.110 and 0.021, respectively), demonstrating the viability
of chitosan as coating polymer to aim the BBB. NCP showed only a 1.7 times
increase in brain penetration factor and NCQP did not showed any difference in
comparison to drug alone. The investigation of drug hepatotoxicity was conducted
after 5 days i.v. dosing of VA 30 mg/kg q12h as solution or nanocapsules (NCQ or
NCP). A saline control group was also investigated. Serum levels of asparte
aminotransferase, alanine aminotransferase, gamma-glutamyltransferase, alkaline
phosfatase, creatinin and urea were determined. The results showed the
maintenance of normal levels of hepatic enzymes such as alanine aminotransferase
and alkaline phosfatase for NCQ (54.2 £ 11.2 IU/mL and 149 * 26 1U/mL) showing a
hepatoprotective effect not observed in the other groups investigated. Histological
analysis of animals livers showed no microvesicular steatosis formation when NCQ
was administered in comparison with the formation of steatosis in all other groups
including control. Overall the results indicate that NCQ is a potential formulation to be
investigated for the treatment of epilepsy due to its increase in VA brain penetration

and hepatoprotective effect observed.

KEYWORDS: Valproic acid, nanocapsules, chitosan, polyethylene glycol,

pharmacokinetics, microdialysis, blood-brain barrier penetration, hepatotoxicity
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1. Introducao e Justificativa






A epilepsia € uma alteracdo na atividade elétrica do cérebro, temporaria e
reversivel, que produz manifestacbes motoras, sensitivas, sensoriais, psiquicas ou
neurovegetativas (disritmia cerebral paroxistica), podendo provocar graves
consequéncias, incluindo morte subita, ferimentos, problemas psicologicos e
transtornos mentais. Também se associa a problemas sociais e econdmicos,
podendo ser considerada um problema de saude publica significativo. A presenca de
epilepsia é definida pela recorréncia de crises epilépticas (pelo menos duas)
espontaneas (ndo provocadas por febre, drogas ou desequilibrios toxicometabdlicos
graves) (MARCHETTI et al., 2005).

A causa da epilepsia € usualmente uma combinagdo de predisposi¢cao
genética e algum tipo de doenga ou dano cerebral, sendo que a porcentagem de
pacientes com epilepsia determinada geneticamente € pequena, ainda que genes
responsaveis por esta condigcdo tenham sido identificados. Deste modo, a grande
maioria dos estados epiléticos € determinada por fatores externos em conjungao
com tragos genotipicos (SANDER, 1996). Pode-se dizer que cerca de 1 a cada 50 a

100 pessoas tem predisposigéo hereditaria a epilepsia (GUYTON e HALL, 1996).

Os fatores mais comuns para o surgimento de convulsbes epiléticas sao
danos cerebrais pré-natais (8%), trauma craniano (6%), tumores cerebrais (4%),
doengas degenerativas cerebrais (3,5%) e infecgdes (2,5%), além de derrames
(11%) (BEN-MENACHEM, HENRIKSEN, JOHANSSEN, 1999). Ainda que qualquer
local do tecido cerebral possa desencadear estados convulsivos por hiperexcitagao,
0 monitoramento a partir de um eletroencefalograma aponta para ativagao anormal
do talamo, bem como do cortex cerebral e do proprio sistema ativador (GUYTON e
HALL, 1996).

Cerca de cinquenta milhdes de pessoas sdao acometidas no mundo, sendo
que desse numero, quarenta milhdes encontram-se vivendo em paises em
desenvolvimento. Pessoas de todas as racgas, sexos, condi¢gdes socioecondmicas e
regides sdo acometidas. Apesar desse cenario alarmante, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) afirma que 70% dos novos casos diagnosticados podem ser tratados
com sucesso, desde que a medicagao seja usada de forma correta (SCOTT et al.,
2001).



Para o tratamento das crises convulsivas, um dos farmacos mais utilizados é
o acido valproico (AV) que, mesmo apresentando graves efeitos adversos como
pancreatite, hepatotoxicidade e alopécia, continua a ser prescrito no mundo todo
(FISCHER e JO, 2002). Este farmaco também é muito utilizado como terapia de
primeira escolha no tratamento da epilepsia infantil, devido ao seu amplo espectro
de acdo, sendo eficaz em convulsdes generalizadas, de auséncia e miocldnicas
(SERRANO et al., 1999).

Um dos problemas da terapéutica utilizando AV reside na alta variabilidade
das concentragdes necessarias para que se apresente o efeito esperado, pois a
mesma dose usual (15 mg/kg/dia) pode apresentar uma variagdo nas concentragoes
plasmaticas interpacientes entre 50 a 100 ug/mL. Com os aumentos na dose usual
para atingir as concentragbes terapéuticas podem ocorrer problemas maiores de
toxicidade, uma vez que a taxa de ligagao a proteinas plasmaticas, que € de 80 a 95
%, tende a diminuir com o aumento das concentragdes plasmaticas (MONOGRAFIA
DO FARMACO, 2005).

Outro problema relatado para o AV é a sua alta velocidade de efluxo a partir
da barreira hematoencefalica (BHE) (k = 0,712 min™'), em comparagdo com a agua
(k = 0,572 min™"), determinada por Cornford e colaboradores (1985) a partir da sua
penetracdo no tecido cerebral. Esse processo de efluxo de farmacos a partir do
sistema nervoso central (SNC) compromete a manutengdo de niveis efetivos do
farmaco nesse local e esta diretamente ligado a transportadores de membrana
presentes na BHE como a glicoproteina-P (PgP) e a proteina multi-resistente a
farmacos (MRP) (MERTSCH e MAAS, 2002).

Desse modo, a efetividade e seguranga terapéutica do AV séo
comprometidas, primeiramente porque as concentracbes efetivas alcancadas no
SNC nao se relacionam diretamente com as concentragdes plasmaticas obtidas a
partir da administracdo da dose usual, demonstrando que o monitoramento
terapéutico das concentragdes plasmaticas € insuficiente para garantir o sucesso da
terapia. Em segundo lugar, o processo de passagem do farmaco através da BHE e
sua velocidade de efluxo podem vir a acarretar em ineficacia do AV no tratamento

das crises convulsivas.



Adicionalmente, as crises convulsivas epiléticas afetam as fungbes normais
do tecido cerebral, sendo fator determinante para o rompimento da integridade da
BHE, facilitando a passagem de substancias téxicas enddgenas e exdgenas que
podem afetar ainda mais o funcionamento normal do cérebro, agravando o quadro
clinico (CORNFORD, 1999).

Para a protecdo do SNC contra a penetragdo de substancias exdgenas, sua
microcirculagcédo é regulada por interagdes paracrinas de todo o tipo de células, tais
como células endoteliais de capilares cerebrais, astrécitos, perocitos, microglia e
neurdnios. Como a distancia entre estas células é de aproximadamente 20 nm, esta
proximidade faz com que neurénios influenciem as células endoteliais a formarem
uma barreira rigida (MERTSCH e MAAS, 2002). A BHE é uma barreira membranosa
que separa eficientemente o cérebro do sangue circulante, sendo formada por
células endoteliais rigidamente justapostas com total auséncia de atividade
pinocitica e restringindo trocas moleculares somente por transporte transcelular
(CALVO et al., 2001). Esta barreira fisiologica limita o acesso de farmacos como
antibidticos, antineoplasicos, neuropeptideos, entre outros, principalmente
compostos hidrofilicos ao tecido cerebral e, mais precisamente, aos locais de agao
dentro desse impedindo muitas vezes o tratamento terapéutico de doencgas que
atingem o SNC (KREUTER, 2001; LOHMAN, HUWEL e GALLA, 2002).

Para que farmacos em geral possam alcancar de forma mais eficaz os
respectivos locais de acdo no SNC, iniciou-se o desenvolvimento e a avaliacdo de
sistemas nanoparticulados como lipossomas, nanoparticulas e nanocapsulas,
obtidas utilizando-se polimeros biodegradaveis ou macromoléculas naturais
(MULLER, MADER e GOHLA, 2000).

Diversos estudos relatados na literatura demonstram a eficiéncia da utilizacao
de nanoparticulas para promover a passagem de agentes anestésicos como a
dalargina e a citorfina, através da BHE. Estes anestésicos foram escolhidos para
estudo por exibirem efeitos terapéuticos somente quando administrados diretamente
no SNC. Se a administracdao do farmaco livre fosse periférica, os mesmos nao
apresentariam efeitos anestésicos. Porém, quando incorporados as nanocapsulas,
foram habeis para transpor a BHE e apresentar efeito farmacolégico (LOCKMAN et
al., 2002).



Um dos problemas mais comuns da utilizagdo de sistemas nanoparticulados
esta relacionado com o processo de opsonizagao que se refere ao reconhecimento e
captura das nanoparticulas, uma vez ligadas as proteinas plasmaticas, pelos
macrofagos do Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM), retirando-as mais
rapidamente da circulagdo e, assim, determinando um tempo menor de exposi¢cao
do farmaco encapsulado no local de agao (OWENS Ill e PEPPAS, 2006).

Com o intuito de diminuir este processo de “captura” das nanoparticulas pelo
SFM e, consequentemente, melhorar a chegada desses sistemas ao local de agao,
novas estratégias tecnoloégicas foram propostas na literatura, como o revestimento
destas estruturas com, por exemplo, polietilenoglicol, que confere caracteristicas
hidrofilicas ao sistema e, assim, ndo reduz efetivamente seu reconhecimento pelos
macrofagos, possibilitando que as particulas alcancem outros tecidos no organismo,
aumentando o seu tempo de meia-vida de circulagdo (CALVO et al., 2001). De outro
modo, mas com o mesmo objetivo quando da utilizagdo de polietilenoglicol, isto &,
objetivando alcangar concentragdes mais efetivas em tecidos alvo, pode-se utilizar a
quitosana, um polimero natural que confere carga positiva as nanoparticulas,
aumenta a estabilidade das mesmas além de garantir maior bioadesividade a
mucosas e epitélios (CALVO et al., 1997).

Para fins de quantificagdo da passagem de substancias pela BHE a
microdialise (MD) tem sido utilizada com sucesso na area de neurociéncias
(DEGUCHI e MORIMOTO, 2001). Esta técnica de amostragem in vivo permite a
quantificacdo da fragao livre do farmaco no local de agao, o que proporciona melhor
avaliacdo da potencialidade de agdo. Como a sonda de MD ndo causa mudancgas
significativas na fisiologia do tecido ou 6rgdo em que se encontra inserida, sua
utiizacdo garante resultados equivalentes a situagdo fisioldgica normal
(HAMMARLUND- UDENAES, PAALZOW e de LANGE, 1997).

A MD cerebral é realizada através da implantagcdo, em local especifico do
tecido cerebral, de uma sonda dotada de membrana semi-permeavel que é
continuamente irrigada e permite, por processo de difusdo, a coleta de solutos
presente no tecido. A inser¢cdo da sonda no cérebro do animal anestesiado em

experimentacdo € feita através de processo cirurgico com o auxilio de aparelho



estereotaxico. Apés um periodo de recuperagao do animal, que variade 48a 72 h, o
experimento de MD é conduzido com o animal acordado e em movimento por
periodos de tempo pré-determinados, que possibilitam monitorar todo o processo
cinético da substancia em investigagao (BICKEL, 2005). A MD permite, portanto, a
avaliacao da penetracado de farmacos em diversas regides do cérebro, podendo ser
utilizada para comparar diferengas na distribuicdo e eliminacdo de moléculas

administradas livres ou nanoencapsuladas.

Diante de problemas relatados para o AV, farmaco utilizado para o tratamento
da epilepsia, como sua conhecida hepatotoxicidade, sua baixa penetragcdo e seu
problema de efluxo a partir do SNC dificultando o alcance de concentracdes efetivas
do mesmo no local e ainda sua alta variabilidade interpacientes, o objetivo da
presente tese de doutorado foi desenvolver sistemas nanoparticulados contendo AV
revestidos com polietilenoglicol ou quitosana estaveis e avalia-los tanto do ponto de
vista tecnolégico quanto farmacocinético, visando determinar se as nanoparticulas
alteram a disposi¢cao do farmaco no plasma e no cérebro. Esses novos sistemas
visam o0 aumento da penetragdo do farmaco no SNC, que sera avaliada por MD

cerebral em animais acordados.

Cabe ressaltar que o objetivo de empregar nanocapsulas € manter
concentracbes maiores, mais efetivas e por mais tempo do AV no SNC, com
reducido da dose total administrada visando minimizar os efeitos colaterais e toxicos
pronunciados deste farmaco e assim, contribuir para o planejamento de nova forma
farmacéutica para administracdo deste farmaco que apresente caracteristicas de

eficacia e seguranga.






2. Objetivos






2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e avaliar suspensdes de nanocapsulas revestidas com quitosana
(NCQ) e nanocapsulas peguiladas (NCP) contendo acido valpréico (AV) com a

finalidade de aumentar a penetracao deste pela barreira hematoencefalica.

2.2 Objetivos Especificos

Preparar e caracterizar sistemas nanoparticulados, contendo AV revestidos com

quitosana ou com poli(etilenoglicol);

Avaliar o perfil farmacocinético plasmatico do AV em roedores apds a

administragcao intravenosa das suspensdes de nanocapsulas selecionadas;

Avaliar a penetracdo cerebral do AV administrado em nanocapsulas, através de

microdialise cerebral em ratos acordados;

Avaliar a hepatotoxicidade em ratos, apds o tratamento com o farmaco livre e

nanoencapsulado.






3. Revisao da Literatura






3.1 A Epilepsia

Segundo Anderson e Kissane (1982), a epilepsia é definida como um estado
funcional anormal que se caracteriza por descargas neuronais incontrolaveis e,
segundo o ponto de vista clinico, por crises convulsivas com ou sem perda de
consciéncia. Em sua forma idiopatica, que tanto pode ser chamada de primaria ou
essencial, apresenta como alteracbes somente as ligadas a hipoxia que
acompanham os ataques. Na forma secundaria (sintomatica) de epilepsia, podem
estar associadas a uma grande variedade de doencas que afetam o SNC. Em
ambas as formas observa-se perda de células no setor de Sommer do hipocampo

associada a uma astrocitose reativa.

A convulsdo epilética apresenta descargas elétricas de alta voltagem
sincronicas que sao tipicas da fase ténica do processo e que ocorrem por todo o
cértex ao mesmo tempo nos dois hemisférios cerebrais. Isto comprova que o circuito
neuronal anormal responsavel pelo ataque implica fortemente as regides basais do
cérebro que impulsionam o cortex (GUYTON & HALL, 1996).

Esta excitacdo anormal das células cerebrais no foco epileptogénico e ao
redor deste pode ser notada no inicio da convulsdo se a atividade epilética
permanece localizada por algum tempo. Os pacientes podem, portanto, apresentar
sintomas motores, somatosensitivos, autondmicos ou outros sintomas sensoriais ou
psiquicos dependendo da localizagdo do foco epiléptico (BEN-MENACHEM,
HENRIKSEN, JOHANNESSEN, 1999).

A crise convulsiva ainda apresenta o efeito de aumentar a permeabilidade do
endotélio cerebral e modificar as propriedades restritivas da BHE, podendo fazer
com que haja a passagem de substancias toxicas para o SNC (BEN-MENACHEM,
HENRIKSEN, JOHANNESSEN, 1999).
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3.2 O Acido Valpréico (AV)

Quimicamente designado como acido 2-propilvalérico ou acido 2-
propilpentandico, o acido valproico (Figura 1) é o farmaco de primeira escolha para o
tratamento de diferentes estados convulsivos (MARTINDALE, 1999). Por sua
estrutura quimica apresentar-se inteiramente diferente em relacdo aos outros
farmacos anticonvulsivantes, ndo pode ser classificado juntamente com nenhum
desses (COMMITTEE ON DRUGS, 1982).

O acido valproico (AV) apresenta-se como um liquido quase incolor e de odor
caracteristico, com ponto de ebulicdo de 219,5 °C, densidade relativa de 0,9215
g/mL, pKa de 4,6 e peso molecular de 144,21 g/mol. E bastante soluvel em
solventes organicos e também soluvel em agua (1,3 mg/mL). A Dose Letal 50 (LDsp)
em ratos € de 670 mg/kg. Foi comercializado inicialmente pelos Laboratérios
ABBOTT® sob o nome comercial de Depakene®, apresentando-se também na forma

de sais de sddio e de magnésio.

CH3

OH
CH3

Figura 1. Estrutura quimica do acido valproico.

O AV é indicado como terapia de primeira escolha em crises epiléticas
parciais secundariamente generalizadas, em crises generalizadas de auséncia,
crises mioclénicas, ténicas, clénicas e tdnico-clénicas. Como terapia de segunda
escolha, estd indicado para casos de convulsbes parciais com generalizagéo
(FUCHS, WANNMACHER e FERREIRA, 2004; BEN-MENACHEM, HENRIKSEN e
JOHANSSEN, 1999).

O AV é um farmaco importante no tratamento da epilepsia infantil. Por
apresentar amplo espectro terapéutico e perfil de seguranga minimamente aceitavel

frente a sua efetividade, torna-se de primeira escolha em pacientes pediatricos para
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o tratamento de crises multiplas e espasmos infantis (BEN-MENACHEM,
HENRIKSEN e JOHANSSEN, 1999).

O FDA (Food and Drug Administration) aprovou seu uso e de seus derivados
para o tratamento de episddios de mania associados ao disturbio bipolar e para o
tratamento, em monoterapia ou em associagado, de pacientes com convulsdes
parciais complexas, de auséncia ou simples e para profilaxia da enxaqueca
(DeVANE, 2003). O problema da sua utilizacdo reside na alta variabilidade na
relagdo entre dose e concentracbes plasmaticas alcangadas, que € atribuido a
diferengas interpacientes na depuragdo do farmaco, e na ocorréncia de graves
efeitos colaterais (SERRANO et al., 1999).

3.2.1 Farmacocinética

O AV é comercializado na forma de capsulas gelatinosas moles e é
rapidamente absorvido pela via oral, alcangando picos de concentragao plasmatica
em torno de 4 h, sendo que a absorcdo pode ser retardada pela alimentagcdo. Em
adultos, a terapia inicia usualmente com doses diarias de 10 a 15 mg/kg que podem
ser aumentadas lentamente até um maximo de 30 a 60 mg/kg, dependendo de cada
paciente. As concentragdes plasmaticas alcangadas, em geral, ndo apresentam uma
correlagdo nem com o controle das crises epiléticas nem com a toxicidade, embora
muitos pacientes necessitem concentragdes plasmaticas acima de 50 pg/mL para
obter efetividade no tratamento (COMMITTEE ON DRUGS, 1982).

O farmaco € extensamente biotransformado no figado (12 metabdlitos
identificados em humanos e 16 metabdlitos identificados em animais), em grande
parte pela glicuronidagdo, sendo que outros farmacos podem induzir as enzimas
microssomais hepéaticas e aumentar sua biotransformacdo. E excretado
majoritariamente pela urina na forma de seus metabdlitos (YU et al.,, 1995;
LOSCHER, 1999). A biotransformacdo é mediada por enzimas conhecidas como
uridina difosfato glicuronil transferases (UDFGTs), sendo que aproximadamente 50%
da dose administrada é excretada na urina como conjugado glicuronideo. Apenas
dois metabdlitos (4-eno-valproato e 2,4-dieno-valproato) sao produzidos pelo
complexo citocromo P-450 e sao potencialmente hepatotoxicos. Outra rota de

biotransformacao € a B-oxidagdo mitocondrial (40% da dose de AV) que produz os
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metabdlitos 2-eno-valproato e 3-oxo-valproato, este ultimo com atividade
anticonvulsivante, porém em concentragdes insignificantes determinadas no plasma
(DeVANE, 2003). Apesar do AV apresentar uma estrutura molecular simples o
processo de biotransformacdo do mesmo é bastante complexo, mostrando-se
menos intenso na Fase |, onde o farmaco é biotransformado pelas enzimas do
complexo citrocromo P450, em suas isoformas CYP2C9, CYP2A6 e CYP2B6, mas
em menos de 10 % da dose inicial. Ja a fase Il de biotranformacao responde pela
maior quantidade de metabdlitos formados divididos entre os processos de
glicuronidacéo (30 a 50 %) e B-oxidagdo mitocondrial (aproximadamente 40 %)
(SILVA et al., 2008).

Como a ligacao as proteinas plasmaticas (LPP) é concentragao dependente,
quando se alcangam concentragdes plasmaticas totais (Cprotal) de 50 ug/mL a taxa
de ligagao varia em torno de 90 a 95%, decaindo com Cprotar acima de 100 pg/mL,
para 80 a 85%. Como a faixa de concentragao plasmatica terapéutica do AV varia de
individuo para individuo e situa-se entre 40 a 100 ug/mL, para uma dose oral de 15
mg/kg em adultos, é importante entender que quanto maior for a dose necessaria
para obter concentracbes eficazes, maior € o risco de surgirem efeitos adversos
relacionados ao farmaco. O volume de distribuicdo € de 0,1 a 0,2 L/kg, o tempo de
meia-vida varia entre 5 a 20 h e a depuracao é de aproximadamente 11,4 mL/min
(MONOGRAFIA DO FARMACO, 2005; ZACCARA et al., 1988). Em criangas, o
tempo de meia-vida varia em torno de 6 a 18 h (COMMITTEE ON DRUGS, 1982).

Uma vez que esse farmaco é muito utilizado na terapéutica da epilepsia em
criangas, Serrano e colaboradores (1999) publicaram um estudo no qual foram
avaliadas 255 criangas que utilizavam AV, com variagao de idade e sexo, utilizando
ou nao carbamazepina como medicagao concomitante. Os resultados obtidos por

estes pesquisadores encontram-se listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Doses de AV recomendadas em criangas de diferentes idades e pesos

(CSSmin = 60 pg/mL) tratados em monoterapia.

|dade Peso Médio | Dose Depuracéo (CL) C>min (g/mL)
(anos) (kg) (mgl/kg/dia) | (L/h) (mL/h/kg)

2 12 35 0,212 17,67 60,51 + 23,22
4 18 27 0,262 14,56 60,05 £ 22,54
6 21 25 0,286 13,62 60,51 £ 22,46
8 25 22 0,311 12,44 59,30 + 22,03
10 32 20 0,361 11,28 60,82 + 22,10
12 40 17 0,403 10,08 59,33 + 21,63
14 50 16 0,463 9,26 61,46 + 21,87

C>°min — Concentracgdo plasmatica minima no steady state. Adaptado de Serrano et
al., 1999.

O estudo demonstrou a necessidade de monitoramento terapéutico do AV
devido a variabilidade de sua depuragdo, que gradualmente decresce com o
aumento da idade do paciente. A associagcdo da carbamazepina ao tratamento faz
com que se obtenha um aumento na depuracdo de AV de aproximadamente 36%
(SERRANO et al., 1999).

Dados de farmacocinética do AV em ratos foram relatados por Ohshiro e
colaboradores (2003), que compararam alguns parametros farmacocinéticos obtidos
apos a administragdo de valproato sodico (VS) via oral em ratos Sprague-Dawley
machos (n = 5), na dose 100 mg/kg, associado ou ndo ao salicilato de sodio via i.v.
ou acido salicilico via oral. Os resultados obtidos para pico de concentracdo maxima
(Cmax), tempo para pico de concentracdo maxima (twax), tempo de meia-vida (t'2) e

area sob a curva (ASCy . ) estéo listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Parametros farmacocinéticos plasmaticos de valproato sddico em ratos
apos administragdo oral de 100 mg/kg associado ou ndo ao salicilato de
sodio (via i.v.) e acido salicilico (via oral) na dose de 100 mg/kg.

Tratamento tmax (h) Cwmax (ug/mL) [t}2 (h) ASCy. «
(Mg/mL/h)
VS 0,44 +0,04 [139,6 +159 |0,53+0,13 |152,4 £ 14,3

VS + salicilato de sodio [0,35 + 0,06 [59,7 + 15,7 0,36 + 0,05 |65,6 £ 15,9
VS + acido salicilico 0,30+ 0,05 [88,1+8,3 0,33+0,04 72,6 £5,2

Adaptado de Oshihiro et al., 2003.

Este estudo demonstrou que a associagao do valproato sédico com salicilato
de sodio ou com acido salicilico acarreta em uma diminuigao de todos os parametros
farmacocinéticos plasmaticos do VS, em comparagdo com sua administracdo sem
associacdo. A associagcao do AV com doses repetidas de acido acetilsalicilico faz
com que haja um aumento da fragao livre do farmaco entre 30 e 60%, o que pode
causar um aumento de sua toxicidade (MICROMEDEX, 2001).

3.2.2 Farmacodinamica

Apesar de varios trabalhos relatarem que o AV apresenta um mecanismo de
acgao relacionado ao aumento das concentragdes do acido y-aminobutirico (GABA),
agindo sob o seu metabolismo, o papel desta atividade ainda permanece obscura
(OWENS e NEMEROFF, 2003).

Existem pelo menos trés mecanismos principais pelos quais o AV pode
aumentar as concentragdes de GABA: inibindo sua degradacédo, aumentando sua
sintese ou, ainda, diminuindo a circulagdo do GABA. Evidéncias sugerem que o AV
tenha uma atividade inibitéria sobre a GABA transaminase (GABA-T) neuronal,
muito maior do que sobre a GABA-T glial, confirmando a elevada concentracédo de
GABA na fenda sinaptica, o que determina sua atividade antionvulsivante
(LOSCHER, 1999).

Com relagao a farmacodinamica do AV, Loscher (1992), em artigo de revisao,
listou alguns trabalhos de outros autores que demonstram algumas agdes distintas
que esse farmaco pode apresentar. Tais acdes farmacodinamicas estao listadas na
Tabela 3.

20



Tabela 3. Outros efeitos farmacodindmicos do Valproato

Efeito farmacologico Espécie em estudo Referéncias

Ansiolitico Rato Lal and Shearman®"’
Sedativo Rato, camundongo e cdo | Léscher®

Antidisténico Hamster (dist6nico) Fredow and Léscher®
Comportamento Rato De Boer e colaboradores®

Cowan and Watson®
semelhante a

abstinéncia de morfina

Antidopaminérgico Rato Kuruvitla and Uretsky®
Antinociceptivo Camundongo Shuto and Nishigaki
Rato Léscher and Vetter®
Imunoestimulante Coelho e Camundongo Carraz and Fiorina®
De Souza-Queiroz and
Mullen‘®
Antihipertensivo Rato Rotiroli e colaboradores'"

Adaptado de Léscher, 1992.

Mais recentemente foi demonstrado que o AV também altera a atividade do
fator estimulador da corticotrofina, confirmando a sua agdo como agente
estabilizador do humor (STOUT et al., 2001).

3.2.3 Hepatotoxicidade

Como relatado anteriormente, existem dois metabdlitos do AV provenientes

de sua biotransformagdao pelo complexo citocromo P-450 que podem ser

1 Lal, H. and Shearman, G. T. (1980) Effect of valproic acid on anxiety-related behaviours in the rat. Brain Res. Bull. 5(Suppl.2), 575-
577.

2 Loscher, W. (1985) Valproic acid. In: Antiepileptic Drugs, pp. 507-536. Eds. H.-H. Frey and D. Janz. Springer Verlag, Berlin.

3 Fredow, G. and Léscher, W. (1991) Effects of pharmacologicalmanipulation of GABAergic neurotransmission in a new mutanthamster
model of paroxysmal dystonia. Eur. J. Pharmac. 192,207-219.

4 De Boer, T., Metselaar, H. J. and Briunvels, J. (1977) Suppression of GABA-induced abstinence behaviour in naive rats by mor-phine
and bicuculline. Life Sci. 20, 933-942.

5 Cowan, A. and Watson, T. (1978) Lysergic acid diethylamide antagonizes shaking induced in rats by five chemically different
compounds. Psychopharmacology 57, 43-46.

6 Kuruvilla, A. and Uretsky, N. J. (1981) Effect of sodium valproate on motor function regulated by the activation of GABA receptors
Psychopharmacology 72, 167-172.

7 Shuto, K. and Nishigaki, T. (1970) The pharmacological studies on sodium dipropylacetate anticonvulsant activities and general
pharmacological actions. Pharmacometrics 4, 937-949.

8 Loscher, W. and Vetter, M. (1985) In vivo effects of aminooxyacetic acid and valproic acid on nerve terminal (synaptosomal) GABA
levels in discrete brain areas of the rat. Correlation to pharmacological activities. Biochem. Pharmac. 34, 1747-1756.

9 Carraz, G. and Fiorina, S. (1967) Activation de la formation d'anti corps par le systeAme reAticuloendothelial. Ann. Biol. Clin. (Paris)
76, 187.

10 De Souza Queiroz, M. L. and Mullen, P. W. (1980) The effects of phenytoin, 5-(parahydroxy phenyl)-5-phenylhydantoin, and valproic
acid on humoral immunity in mice. Int. J.Immunopharmac. 2, 224-225.

11 Raotiroli, D., Palella, B., Losi, E., Nistico, G. and Caputi, A. P.(1982) Evidence that a GABAergic mechanism infuences the
development of DOCA-salt hypertension in the rat. Eur. J.Pharmac. 83, 153-154.
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hepatotdxicos - 4-eno-valproato e 2,4-dieno-valproato. Com relagdo ao metabdlito 4-
eno-valproato, foi confirmado que seja um indutor de injurias hepaticas, e também
um inibidor da p-oxidagdo de acidos graxos (TONG et al., 2005). As evidéncias
histologicas tipicas destas injurias sao esteatoses microvesiculares acompanhadas
de necrose dos hepatdcitos. A maioria dos casos relatados de hepatotoxicidade
causados pela utilizacdo de AV ocorreu em criancas menores de dois anos que
apresentavam defeitos fisicos ou neurolégicos. A hipétese aventada para explicar
esse achado € que a hepatotoxicidade aconteca devido a presenca de doencas
mitocondriais pré-existentes ou erros inatos do metabolismo que ocorrem
concomitantemente (ANDERSON, 2002).

O AV, portanto, ndo é indicado para pacientes com problemas hepaticos. Os
que fazem uso desta medicacdo devem periodicamente monitorar as funcdes
hepaticas bem como o tempo de protrombina, que podem estar alterados
(MARTINDALE, 1999). Estima-se que 1 a cada 500 criangas abaixo de 2 anos de
idade utilizando AV em politerapia possam apresentar hepatopatia fatal e, em
monoterapia, 1 a cada 7.000 criangas (SIEMES et al., 1993).

3.3 A Barreira Hematoencefalica (BHE)

Esta barreira fisiolégica que “separa” o sangue circulante dos liquidos
cefalorraquidiano e intersticial cerebral n&do permite a passagem de algumas
macromoléculas que normalmente circulam por outros 6rgaos e tecidos corporais.
Em geral, essa barreira é altamente permeavel a agua, ao diéxido de carbono, ao
oxigénio e a maioria das substéncias lipossoluveis como o alcool e anestésicos;
ligeiramente permeavel aos eletrolitos e quase totalmente impermeavel as proteinas
e as macromoléculas organicas nao lipossoluveis, o que faz com que
frequentemente impossibilite a obtencdo de concentracdes eficazes de farmacos
com acao no SNC, que se concentram no liquido cefalorraquidiano e no parénquima
cerebral (GUYTON e HALL, 1996).

A BHE é formada por células endoteliais dos capilares cerebrais (CECC)
unidas por estreitas jungdes e equipadas com varios sistemas para o transporte de

farmacos e também de nutrientes enddégenos e produtos do metabolismo. Tais
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transportes incluem o sistema de transporte mediado por carreadores, o sistema
mediado por lipidios e também o sistema mediado por transcitose
receptora/adsortiva (CORNFORD, 1999). A funcéo desses sistemas de transporte é
principalmente regular a concentracdo de farmacos no fluido intersticial cerebral,
onde esse se liga aos seus receptores especificos e/ou enzimas (DEGUCHI e
MORIMOTO, 2001).

Outros fatores que podem condicionar a passagem de farmacos pela BHE
sdo: a resisténcia elétrica extremamente alta do endotélio, em torno de 1500 a 2000
QOxcm?, a presenca de uma membrana basal contendo perécitos que ajudam na
funcado de defesa e, na superficie mais externa da base membranosa, os astrocitos,
que secretam um fator de crescimento soluvel que estabelece e mantém o fenétipo
das células endoteliais cerebrais (FRICKER e MILLER, 2004). Os processos de
transporte ao nivel de BHE podem ser melhor visualizados a partir do esquema

apresentado na Figura 2.
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Transportadores e receptores especificos na BHE - GLUT 1 -
Transportador de glicose; SGLT 1 - Transportador de glicose
dependente de potassio; N2, NT(es) e NT(ei) - Transportadores
nucleosidicos; OATP 2 - Polipeptideo transportador de anion orgéanico
(em ratos); OATP — A - Polipeptideo A tranpostador de anion organico
(em humanos); MCT 1,2 - Transportadores de acidos monocarboxilicos;
TR - Receptores para transferrina, insulina, leptina, lecitinas e IGF’s;
PgP - P — Glicoproteina (MDR 1) MRP — Proteina Multi-Resistente;
Trocador de Na*’/H* - Trocador de sédio protonado; ALP - Fosfatase
alcalina; GGT - y - Glutamil transpeptidase; OCT - Transportador de
cation organico; OAT - Transportador de anion organico; Na'/K"
ATPase - Soédio-potassio ATPase; Bomba de K* - Bomba de sédio;
TNFa, IL 6 — citosinas; MAO — monoaminoxidade; 2B1/B2 e 2E1 -
Enzimas CYP; GSH T e GSH S - transferases; NOS - Oxido nitrico
sintetase; AAD - Acido aromatico descarboxilase; ACE - Enzima
conversora de angiotensina; ALD - Aldeido desidrogenase (Adaptado de
MERTSCH e MAAS, 2002).

Os transportadores mais importantes presentes na BHE sdo também os

responsaveis pelo processo de efluxo de farmacos e outras substancias a partir do

SNC. Entre eles pode-se destacar a PgP e a MRP, que podem ou nao estar
associados a astrécitos (MERTSCH e MAAS, 2002).

As membranas celulares da BHE sao lipéides na sua natureza, caracteristica

esta que rege os processos de difusdo passiva de substancias de caracteristicas

lipofilicas através dessas membranas. Portanto, é importante o conhecimento do
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coeficiente de particao (log K) das substancias para se determinar seu potencial de
distribuicdo no SNC (FRANKHEIMER e BROWN, 1992).

Na Figura 3 pode-se avaliar graficamente a relagdo entre coeficiente de
particdo e a permeabilidade cerebrovascular de substancias que apresentam massa

molecular inferior a 1.000 daltons.
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Figura 3. Representacao grafica da relagcao permeabilidade
cerebrovacular/coeficiente de particdo n-octanol:agua de algumas
substancias (*representa farmacos antineoplasicos) (Adaptado de
FRANKHEIMER e BROWN, 1992).

Pode-se observar, a partir de uma andlise da Figura 3, que existe um
aumento proporcional de permeabilidade com o aumento do coeficiente de particao,
levando-se em conta uma faixa de peso molecular definido. Assim como o
coeficiente de particdo influencia na permeabilidade, esse parametro fisico-quimico
também pode influenciar no processo de transposi¢do da BHE (FRANKHEIMER e
BROWN, 1992).

O AV, de massa molar bastante inferior a 1.000 daltons e com coeficiente de
particdo (Log P) de 2,8 poderia, dessa forma, apresentar certa facillidade de
transposicao da BHE e, assim, manter concentracdes no tecido cerebral em niveis
mais elevados. Essa manutencado dos niveis teciduais, no entanto, ndo acontece,
pois a velocidade de efluxo do farmaco é muito alta (k = 0,712 min™") (CORNFORD,
DIEP e PARDRIDGE, 1985).
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Em relagao a esse processo de efluxo do AV a partir do SNC, que parece ser
mediado por diferentes e caracterizadas expressbes da MRP e PgP, os

pesquisadores parecem nio entrar em concenso.

Em estudo in vitro realizado por Gibbs e colaboradores (2003) utilizando
células endotelias de microcapilares cerebrais de bovinos em cultura, foi
demonstrado que o AV pode ser capturado pela MRP, utilizando-se indometacina e
probenecida como substratos para essa proteina. Na auséncia de um ou outro
substrato, a quantidade de AV capturado pela MRP era ligeiramente maior do que

quando na presenca dos substratos.

Baltes e colaboradores (2006), utilizando substratos como verapamil e
probenecida, tanto em experimentos in vitro quanto in vivo, objetivaram determinar
se haveria ou nao alguma evidéncia conclusiva de que o AV fosse substrato para a
MRP. Para os experimentos in vivo, a técnica de microdialise foi a ferramenta
utilizada para avaliar a concentracédo de AV alcangada no cérebro de ratos Wistar
machos apos a administracdo deste concomitante ou ndo a administragdo de
verapamil, conhecido substrato para a PgP, ou probenecida, substrato para a MRP.
Em conclusao, os pesquisadores ndo constataram nenhuma responsabilidade desta
proteina no efluxo do farmaco em estudo, pois nao foi demonstrada nenhuma
diferenca significativa nas concentragdes alcangadas no cérebro nas duas situagdes.

Sendo assim, o sistema de transporte do AV para o SNC permanece inexplicado.

3.4 Novas Tecnologias para Liberagao de Farmacos através da BHE

Como a manutengcdo de niveis teciduais cerebrais efetivos de alguns
farmacos utilizados para o tratamento de doencas que afetam o SNC é dificultada
devido a monocamada de células endoteliais de capilares cerebrais (CECC) que
formam a BHE, torna-se necessario estudar novas alternativas para que esses
compostos alcancem o SNC de forma mais efetiva. Compostos hidrofilicos sé
permeiam a BHE através dos espacos intercelulares entre as células adjacentes. Os
compostos lipofilicos, por sua vez, facilmente atravessam essa barreira, mas esse
transporte pode ser prejudicado pelas proteinas responsaveis pelo efluxo ativo
reduzindo seu acesso ao SNC (LOHLMANN, HUWEL e GALLA, 2002).
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Sistemas nanoparticulados como nanocapsulas (NC), nanoesferas (NE),
lipossomas (LS) ou ainda nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) que variam de
tamanho entre 10 a 1000 nm, podem apresentar uma grande vantagem na liberagéo
de farmacos através da BHE. Nesses sistemas o farmaco é incorporado na forma de
solucao ou disperséao, adsorvido ou ainda quimicamente ligado. Esses carreadores
nanoparticulados fazem uso dos sistemas de transporte bioquimico na BHE, entre
0s quais se pode citar o sistema receptor-LDL (lipoproteinas de baixa densidade) e o
sistema de transcitose de transferrina que sdo, geralmente, processos de transporte
diferentes daqueles utilizados quando o farmaco € administrado na forma livre
(KREUTER, 2001). O uso dessas estratégias tecnologicas para liberagdo de
farmacos no SNC pode aumentar a penetracdo de farmacos e, portanto, aumentar
sua eficacia (LOCKMAN et al., 2002).

O método de obtengdo de suspensdo de nanocapsulas mais simples foi o
proposto por Fessi e colaboradores (1989) e se baseia na deposicao interfacial do
polimero pré-formado em um processo que tem a presenca de uma fase
denominada orgénica que contém o farmaco a ser encapsulado, o éleo, o tensoativo
de baixo EHL e o polimero solubilizados em solvente organico miscivel com a fase
aquosa que € composta de tensoativo hidrofilico e agua. No momento que a fase
organica € vertida com o auxilio de um funil sobre a fase aquosa, contendo um
tensoativo de elevado EHL, a formacido das nanocapsulas ocorre instantaneamente,
sendo o diametro das particulas obtidas de aproximadamente 200 nm, apresentando
ainda baixa polidispersao (FESSI et al., 1989; COUVREUR et al., 2002).

As nanoparticulas chamadas "“furtivas" sdo aquelas que apresentam um
revestimento hidrofilico. As nanoparticulas poliméricas contendo o farmaco e
revestidas com polietilenoglicol (nanoparticulas peguiladas) conferem a capacidade
de aumentar o tempo de meia-vida de circulagdo por serem parcialmente invisiveis
ao sistema fagocitario mononuclear (SFM) devido a esse revestimento e, assim,
permitir um maior tempo de circulagdo do farmaco vetorizado no organismo e,
facilitar seu acesso ao local de agédo e ainda, reduzindo de modo significativo a
formacgao de metabdlitos téxicos (CALVO et al., 2001). Outra estratégia empregada
para aumentar a penetragdo no SNC ¢é a utilizagao de polisorbato 80 (Tween® 80) na

formulacao, que facilita o processo de passagem de sistemas nanoparticulados ou
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farmacos pelo rompimento parcial e temporario da BHE (FISCHER e HO, 2002;
GOPPERT e MULLER, 2003).

Com relagdo a incorporagdo de AV em sistemas nanoparticulados e sua
distribuicdo no tecido cerebral, Darius e colaboradores (2000) desenvolveram
formulagdes constituidas de poli(cianocrilato de butila) com a presencga de dextrano,
tween® 80 ou tween® 85 como tensoativos e compararam a distribuicdo desses
sistemas do AV em relagcdo ao farmaco em questdo administrado isoladamente por
via intravenosa. Os pesquisadores observaram que nenhuma das formulacdes
apresentou diferengas significativas em relagdo ao AV isolado no que diz respeito a
penetracdo no SNC. Observaram, no entanto, uma diminuicdo do processo de [3-
oxidacado mitocondrial do farmaco incorporado em nanoparticulas, pois, na avaliagao
da farmacocinética em plasma do AV e seus metabdlitos, houve uma diminuicdo da
presenca no plasma de isbmeros Z (acido 2-n-propil-(Z)-2-pentendico e acido 2-n-

propil-(Z2)-3-pentendico), que sdo metabdlitos sabidamente hepatotdxicos.

Brigger e colaboradores (2002) desenvolveram nanoparticulas de
poli(cianoacrilato de hexadecila) (PHDCA) revestidas ou nédo (formulagdo controle)
com PEG 2000 e estudaram a distribuicdo das duas formulagcbées em diversos
tecidos de ratos Fischer, inclusive no tecido cerebral, apés a implantagdo de um
gliosarcoma. Comparando-se as duas formulagdes foi possivel concluir que a
formulacao revestida com PEG concentrou-se no gliosarcoma em uma quantidade
3,1 vezes maior e, no tecido cerebral, 4 a 8 vezes mais que a formulagédo controle.
Esse resultado se deve ao fato de o revestimento com polietilenoglicol tornar a
nanocapsula mais hidrofilica e assim, diminuir a captura dessa pelo SFM,
aumentando o tempo de circulagdo e diminuindo a concentragdo em 6rgaos como

figado, baco e pulméao.
3.4.1 Polietilenoglicol (PEG)
Essa substancia é formada a partir da polimerizacao de cadeias de polietileno
com agua e apresenta formula estrutural H{OCH,CH>),OH e sua estrutura quimica é

representada na Figura 4, onde n pode variar de 4 a 180 e, assim, se apresentar

com massas moleculares que variam de 190 a 7000, na forma de liquido claro a
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sélido esbranquicado. E soltvel na maioria dos solventes organicos e é utilizado
com agente plastificante e umectante, entre outras fungdes. O mondémero 6xido de

etileno esta representado na Figura 4.

HO

= N

Figura 4. Estrutura quimica do etilenoglicol.

O polietilenoglicol é utilizado em um processo chamado peguilacdo, que foi
desenvolvido e estudado a partir de 1970 por Abuchowsky e colaboradores. Este
processo consiste na ligagdo covalente de uma substancia ativa (um farmaco, por
exemplo) ou uma nanoestrutura a cadeias poliméricas de PEG, que tanto podem ser
linear como ramificada, resultando na diminui¢ao da hidrofobicidade da superficie do
complexo formado (OWENS Ill e PEPPAS, 2006). Este processo tinha inicialmente o
objetivo de proteger substéncias ativas como proteinas terapéuticas que s&o
facilmente retiradas de circulacdo pelo SFM (HARRIS, MARTIN e MODI, 2001).

Depois do processo de peguilacdo ser introduzido no ambito cientifico, a
gama de suas aplicagdes foi aumentada consideravelmente. Uma das aplicacdes é
a peguilacdo de lipossomas que demonstra importantes modificagcbes na
farmacocinética e, por consequéncia, na farmacodindmica dos agentes terapéuticos
incorporados sem as limitagdes dos lipossomas classicos, como curto tempo de
circulacao, baixa estabilidade e baixa taxa de incorporacdo de farmacos (HARRIS,
MARTIN e MODI, 2001).

Existem na literatura relatos de obtencédo de lipossomas peguilados e sua
relacdo com a BHE. Pode-se citar o trabalho de Visser e colaboradores (2005) que
utilizando esse tipo de lipossomas, contendo peroxidase de raiz forte e marcados
com transferrina, obtidos a partir da técnica de pds-insercdo no lipossoma pre-
formado, avaliaram a penetracdo destas substancias em uma cultura de CECC. Os
lipossomas peguilados marcados com transferrina apresentaram uma interagcao de
aproximadamente 3 a 4 vezes maior as células em cultura, em comparagao com 0s
lipossomas sem PEG. Este resultado demonstra que existe um aumento da

afinidade desse tipo de lipossoma pela BHE, pelo menos in vitro.
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No caso de peguilacdo de nanocapsulas pode ser utilizada a técnica
desenvolvida por Gref e colaboradores (2000) que consiste na obtengao do dibloco
poli(etilenoglicol)-b-poli(e-caprolactona) (PEG-b-PCL) ou  poli(etilenoglicol)-b-
poli(lactideo) (PEG-PLA) dissolvendo PEG e cada mondémero (PCL ou PLA) em
xileno na presencga de octanoato estanhoso como catalisador da reagédo a 110 °C
por 2 horas. Apds esta etapa, o solvente é evaporado e o copolimero € dissolvido
em diclorometano, precipitado em éter e levado a secura sob vacuo. Os diblocos
PEG-b-PCL ou PEG-b-PLA sao entao solubilizados em solvente organico adequado,
procedendo-se a obtencdo de nanocapsulas a partir do método descrito por Fessi e
colaboradores (1989).

Soppimath e colaboradores (2001) apresentam outra metodologia para
obtencao das nanocapsulas peguiladas que consiste simplesmente em dissolver os
copolimeros em solvente adequado (diclorometano, cloroférmio ou acetato de etila)
e proceder a técnica de emulsificagdo, vertendo a fase orgénica em uma fase

aquosa contendo um agente emulsificante como o alcool polivinilico.

Outra abordagem para o processo de peguilacdo de sistemas
nanoparticulados, aventada por Moghimi (2003), seria a simples adi¢ao e incubagao
de PEG’s de cadeia longa no processo de obtencédo de nanocapsulas para interagéo

com o polimero constituinte das nanoparticulas por adsorcao.

Em um estudo feito por Calvo e colaboradores (2001) utilizando nanocapsulas
de poli(cianoacrilato de n-hexadecila) preparadas conjuntamente com metoxi-PEG e
incorporando sacarose, mostrou como resultado, em comparagdo com as
nanoestruturas sem a presenca de PEG, um aumento da passagem pela BHE nao
sO da sacarose, mas também das nanoestruturas propriamente ditas. Esse fato foi
comprovado utilizando um nucleo fluorescente na obtencédo das nanocapsulas e
avaliando através de observagbes de secgdes horizontais de algumas partes do

cérebro em microscopia.

A utilizacdo de PEG associado a outro polimero, a quitosana, para o
desenvolvimento de nanoparticulas funcionalizadas com o anticorpo monoclonal
OX26 e utilizando streptavidina (SA) e biotina (BIO) foi avaliada por Aktas e
colaboradores (2005) com o objetivo de transportar o peptideo Z-DEVD-FMK até o
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cérebro pois este € capaz de inibir a enzima 3-caspase e assim, aumentar a
sobrevivéncia de células neuronais apds isquemia cerebral. Os resultados da
eficiéncia de incorporacéao (El %) de Z-DEVD-FMK, tamanho de particula e potencial

zeta (§) sao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas de diferentes tipos de nanoparticulas de
quitosana (QS) contendo Z-DEVD-FMK.

Tipo de nanoparticula Tamanho (nm) | £ (mV) El %
Quitosana — branco 339,03 + 5,67 +28,39+0,18 | _

Quitosana 383,43 £ 4,60 +20,25+4,60 | 7,87 +£0,77
Quitosana-Polietilenoglicol 149,73 £ 1,85 +16,06 + 3,43 | 31,13+ 1,61
Quitosana-Polietilenoglicol-Biotina 590,47 + 2,17 +17,38 +4,94 | 23,52+ 1,03
Quitosana-Polietilenoglicol-Biotina- 636,69 £ 2,26 +18,23+£4,06 | 23,52+1,03
Streptavidina/OX26

Adaptado de Aktas e colaboradores, 2005.

Os resultados demonstram uma maior eficiéncia de incorporagao do peptideo
pela formulagcdo que apresenta concomitantemente quitosana e polietilenoglicol,
obtendo-se uma incorporacdo do farmaco superior a 30 %, em contraste com as
outras formulagdes que apresentaram valores variando entre 7 a 23 %
aproximadamente. Para a avaliacdo da interacao/distribuicdo das diferentes
formulagbées no tecido cerebral, os pesquisadores utilizaram camundongos Swiss,
onde administrou-se, pela via i.v., uma dose de cada formulagdo para os animais
divididos entre os distintos grupos, marcadas com isotiocianato de fluresceina,
contendo o complexo Z-DEVD-FMK (em uma quantidade de 80 ng), considerada
suficiente para apresentar agao terapéutica. Duas horas apdés a administragcao, os
cérebros dos animais foram retirados, tratados e avaliou-se por microscopia de
fluorescéncia a distribuicdo das formulagdes no tecido cerebral. Os resultados
demonstraram que, nesse caso, a combinagdo PEG-QS (polietilenoglicol-quitosana)
nao foi habil para alcangar o tecido cerebral, necessitando da funcionalizagdo do
sistema com OX26, anticorpo este que apresenta afinidade pelo receptor de

transferrina.

A utilizagdo de quitosana nesse, e em outros estudos, justifica-se pelo fato de

que esse polimero biodegradavel que apresenta caracteristicas de
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mucoadesividade, que ¢é mediada pela interacdo eletrostatica da quitosana
(postivamente carregada) e da mucina, presente na mucosa dos epitélios
(negativamente carregada), pela capacidade de promogédo de permeagédo de
macromoléculas através de epitélios bem organizados, por apresentar baixa
toxicidade e biocompatibilidade (EI-SHABOURI, 2002; GRENHA, SEIJO e
REMUNAN-LOPEZ, 2005).

3.4.2 Quitosana (QS)

Quimicamente conhecida como [-[1—4]-2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose
(Figura 6) a quitosana é um polissacarideo linear positivamente carregado,
apresentando caracteristicas bioadesivas. E obtida a partir de um processo de
desacetilagdo da quitina (Figura 5), presente na casca de crustaceos (BODNAR,
2005).

Para ser utilizada no processo de revestimento de nanoestruturas, a
quitosana deve apresentar um indice de desacetilagdo maior que 80 % que indica o
grau de pureza e biocompatibilidade. Outra caracteristica importante € a viscosidade
apresentada pela solugédo de quitosana a 1% em &acido acético, que deve apresentar
um valor em torno de 14 cP, o que facilita o processo de obtengdo de nanocapsulas

com tamanho e forma mais homogéneos (CALVO, 1997).
o)
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Figura 5. Estrutura quimica da quitina.
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Figura 6. Estrutura quimica da quitosana.

Para a preparacdo de nanocapsulas revestidas com QS, Calvo e
colaboradores (1997) apresentaram uma modificacdo da metodologia de deposi¢céao
interfacial descrita primeiramente por Fessi e colaboradores (1989), através da
adicdo de QS em solucéo na fase aquosa, em concentragcdes menores do que 0,2%,
para otimizacdo das condi¢cdes de estabilidade do sistema. A adicdo da quitosana
em solugdo é feita previamente a evaporacdo dos solventes. Utilizando esse
processo foram obtidas nanocapsulas contendo diazepam que apresentaram um
potencial zeta (§) positivo entre +37,14 a +61,30 mV, dependendo da viscosidade da
solucdo de quitosana empregada. O potencial zeta positivo, além de poder
determinar um melhor controle da liberagdo do farmaco, confere a capacidade de

interagdo com mucosas e epitélios de carga elétrica negativa.

Outros estudos foram conduzidos para avaliar a capacidade da quitosana de
formar complexos estaveis com polimeros como o PCL e PLA. De Campos e
colaboradores (2003) avaliaram a penetracdo ex vivo em cornea de coelhos de
nanocapsulas de PCL contendo rodamina com ou sem revestimento de quitosana e
na presencga de L-a-lecitina de soja e Poloxamer® 188 como tensoativos hidrofilicos
e lipofilicos, respectivamente. Diferengas nos valores de § e tamanho das
nanoparticulas foram verificadas. Sem o revestimento, o potencial zeta apresentado
foi de -35,2 £ 2,9 mV com um tamanho médio de particula de 161 + 5 nm, enquanto
que as particulas revestidas com quitosana apresentaram um potencial zeta de
+33,2 + 2,2 mV e tamanho de particula de 465 + 31 nm. Ficou evidente, nesse
trabalho, que a quitosana interagiu com a PCL fazendo com que houvesse uma
inversdo de potencial zeta de carga negativa para carga positiva, ocasionando um
aumento de tamanho de particula de aproximadamente 3 vezes. De acordo com os

autores, essas caracteristicas conjugadas fizeram com que as nanoparticulas
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revestidas com quitosana apresentassem uma maior efetividade de transporte da
rodamina através das células epiteliais da cornea em comparagdo com as

nanoparticulas sem revestimento.

Em um trabalho anterior que pode auxiliar na discussao dos resultados
apresentados nos estudos acima descritos, os resultados obtidos por Artursson e
colaboradores (1994) em cultura com células Caco-2 demonstraram que a quitosana
aumenta o processo de transporte de farmacos polares através da membrana pela
rapida abertura das jungdes das células epiteliais. Esse processo deve-se a
interagcdo da quitosana com o acido sialico presente na PgP, expressada nas células

Caco-2 e também presentes na barreira hematoencefalica.

3.5 Avaliagao da Passagem de Farmacos pela BHE

3.5.1. Cultura de células

Existem véarias metodologias disponiveis para se avaliar o transporte de
farmacos através da BHE. As metodologias in vitro sdo baseadas em culturas de
CECC (DEGUCHI e MORIMOTO, 2001) e também cultura de células Caco-2,
provenientes de adenocarcinoma humano, comumente empregadas para avaliar
processos de absorcéo de farmacos (LOHMANN, HUWEL e GALLA, 2002).

Para a preparacéo in vitro de uma cultura de células que simule a BHE faz-se
necessario primeiramente o isolamento dos capilares e posterior cultura de células
endoteliais de capilares cerebrais isoladas, sozinhas ou em combinagdo com
astrocitos. Estas células podem ser isoladas a partir da massa cinzenta de cérebros
humanos, bovinos ou ratos, principalmente. Essas células, no processo de
isolamento e cultura, passam por processos mecanicos e enzimaticos que tém por
objetivo a manutencdo da integridade da membrana celular, bem como o aumento
do tempo de vida das mesmas (de BOER e GAILLARD, 2002).

Lohmann e colaboradores (2002) compararam a cultura de células Caco-2
com a cultura de CECC, para prever a passagem, através da monocamada de

células, de alguns farmacos como ciclosporina A, diazepam, propranolol e morfina.
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Concluiram que mesmo com os resultados apontando para uma boa correlagao
entre as duas metodologias, as células Caco-2 ndo possuem as mesmas
propriedades de transporte de farmacos que a BHE e que as CECCs podem
mimetizar melhor, in vitro, as condicdes observadas in vivo. Além disso, outro
problema para ambas culturas de células € que estas alcangcam valores de
condutancia menores, em torno de 600 a 1200 Qxcmz, em comparagdo com a
condutancia normal da BHE, que pode alcancar até 2000 Qxcm?. Este fato poderia

explicar diferengas nos resultados in vitro e in vivo.

Gibbs e colaboradores (2004), investigaram in vitro, utilizando a técnica de
cultura de CECC, quais os receptores de membrana que estariam envolvidos no
processo de passagem do AV através da monocamada de células. A partir dos
resultados obtidos os pesquisadores concluiram que a proteina multi-resistente
presente nesta cultura de células, bem como na BHE, esta associada ao processo
de transporte do AV bem como da sua alta velocidade de efluxo, anteriormente
descrita (CORNFORD, DIEP e PARDRIDGE, 1985).

3.5.2. Microdialise (MD)

A MD é uma metodologia que avalia concentragdes de farmacos na forma
livre no tecido cerebral in vivo bem como em outros tecidos, sem causar mudangas
fisiolégicas importantes no local. Esta técnica consiste na implantagao de uma sonda
de MD em uma regi&o cerebral especifica de escolha que é perfundida com solugéo
de Ringer ou com solugéo que simula o fluido cerebroespinal (FCE). No local onde a
sonda encontra-se implantada cria-se um gradiente de concentragao que permite a
difusdo e coleta no dialisado do farmaco livre presente no tecido (SAWCHUK e
ELMQUIST, 2000).

Sabe-se que, em teoria, a sonda de MD imita as fungdes passivas de um
capilar sanguineo, sendo que a membrana semi-permeavel da sonda permite a
passagem de substancias de baixo peso molecular, possibilitando o monitoramento
das concentragoes livres do farmaco no local de agdo em tempos pré-determinados
e continuamente (JOHANSSEN, NEWMAN, MADDEN, 1997).
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Utilizando a MD para avaliar a distribuicdo tecidual de alguns farmacos como
o baclofeno e o metotrexato, os resultados demostraram que as concentragdes livres
alcangadas no cérebro s&o, geralmente, muito menores que as concentragdes livres
correspondentes no plasma, independentemente da substancia ser lipofilica ou
hidrofilica, demonstrando que o sistema que regula o transporte e o efluxo de
farmacos na BHE torna dificil uma predigdo de concentragdes livres no tecido
cerebral a partir de dados plasmaticos. Fato este que n&o foi comprovado para a
carbamazepina, uma vez que a relagdo concentracao livre tecido / concentragao
livre plasma foi mantida (HAMMARLUND-UDENAES, PAAZLOW e de LANGE,
1997).

Com o intuito de avaliar a fungédo da glicoproteina-P no efluxo de farmacos
anticonvulsivantes a partir do SNC, Postchka e colaboradores (2002) utilizaram a
MD cerebral em camundongos para determinar a influéncia desta proteina para a
manutencao de niveis teciduais cerebrais constantes de fenobarbital, lamotrigina e
felbamato. A sonda de MD foi implantada no cértex frontal, por ser considerado
principal foco epileptogénico e por apresentar uma maior expressao de
glicoproteina-P. Os farmacos foram administrados aos animais em estudo, em
monoterapia e em associacdo ao verapamil, que é um inibidor da acdo da
glicoproteina-P. Foi observado um aumento de concentragdo dos trés farmacos no
SNC quando administrados em associagdo com verapamil, evidenciando a

importante funcao de efluxo deste carreador de membrana.

A utilizacado de MD associada ao AV é relatada no trabalho de Sayin e
colaboradores (1995) que avaliaram em ratos o papel do AV (200 mg/kg) na
diminui¢ao dos niveis de GABA no SNC apds a indugao de crise convulsiva com a
administracao de pentilentetrazol. Os resultados demonstraram a capacidade do AV
de bloquear a crise convulsiva 30 min apos sua administragdo, pela manutencao dos
niveis de GABA extracelular, o que corrobora com uma das teorias para o seu

mecanismo de agao.

A MD também foi utilizada para estudar a disposi¢ao do valproato sddico no
fluido cérebroespinal (FCE) em humanos, apés administracdo oral de uma dose de
600 mg/dia e chegou-se a conclusdo, comparando-se os dados de concentragéo

plasmatica obtidos, que as concentragdes livres no FCE s&o ligeiramente inferiores
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as concentragdes plasmatica livres, demonstrando a dificuldade de se estabelecer
no local de agao concentragbes maiores e mais efetivas, por mais tempo, devido ao
processo de efluxo que o farmaco pode sofrer a partir do SNC (LINDBERGER et al.,
2001).

Portanto, a MD se torna importante para estudos de liberagao e transporte de
farmacos para o SNC, uma vez que possibilita quantificar e qualificar o processo de
transporte, bem como o efluxo de farmacos in vivo. Permite também, correlacionar
concentragbes do farmaco no fluido intersticial com a acgéo central, determinar o
tempo de meia-vida no fluido intersticial cerebral e correlacionar com dados de
tempo de meia-vida no plasma e assim, conhecer passos limitantes na liberagao do
farmaco e sua eliminagdo do SNC. Esses parametros sao importantes para
farmacos anestésicos e anticonvulsivantes (HAMMARLUND-UDENAES, 2000).
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4.1 Materiais
4.1.1 Componentes das formulagdes

Acido Valproéico - AV (Gentilmente cedido pelo Laboratério Cristalia);
Acetona (Quimex®);

Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q®);

Epikuron 170® (Lucas Meyer®);

Poli(e-caprolactona) (PCL) P.M. 60.000 g/mol (Aldrich®);
Poli(etilenoglicol) 6000 (PEG 6000) (Synth®);

Quitosana purificada (Polymar® , grau de desacetilacéo de 87%);

Tween 80® (Delaware®).
4.1.2 Componentes e reagentes analiticos

Acido 3,5-dimetilbenzdico (Sigma-Aldrich®);

Acetato de sédio anidro (Reagen®);

Acido acético glacial (Merck®);

Acetonitrila (Media®);

Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q® );

Coluna cromatografica yBondapak® C18 (125 A 10 um) 3,9 x 300 mm (Waters®);
Filtros Ultrafree® - GPMC 10.000 NMWL (Millipore®);

Pré-coluna com material de enchimento pBondapak® C18/Corasil (37-50 pm,
Waters®);

4-(Bromometil)-7-metoxicumarina (Sigma-Aldrich®);

Trietilamina (Synth®).

4.1.3 Componentes, solucbes e animais para experimentos de

microdialise
Hidrato de cloral (Acros®);
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Heparina sédica 5.000 UI/mL (Liquemine® - Roche®);
Lidocaina (Xylocaina®);
Solucio fisioldgica de cloreto de sédio 0,9% (Basa®);

Solugéo de Ringer Modificada (em mmol/L):

NaCl (Merck®) 140,0
KCI (Synth®) 4,0
CaCl, (Reagen®) 1,2
MgCl, (Merck®) 1,0

Agua destilada q.s.p. 1000 mL
Sonda de MD — (CMA®/12 (3 mm), cutoff de 10.000 daltons);
Ratos machos da raga Wistar com peso entre 250 a 300 g;
Tubos Eppendorf® (0,5 mL).

4.1.4 Componentes, solugbes e animais utilizados em experimentos

farmacocinéticos em plasma

Heparina sodica 5.000 Ul/mL (Liquemine® - Roche®);
Solugdo salina (em g/mL):

NaCl (Merck®) 9,0

Agua destilada q.s.p. 100 mL
Ratos machos da raga Wistar com peso entre 250 a 350 g;
Tubos Eppendorf® (1,5 mL).

4.2 Aparelhos e Equipamentos

Aparelho de evaporacgao rotatorio (BUCHI® Waterbath B-480 e Rotavapor R-114);
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5417 R;

Centrifuga Sigma® 4K15;

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu SCL 10Avp sistema
controlador/ LC10ADvp cromatografo liquido/ SIL 10ADvp Auto Injetor) (CLAE);
Detector de Fluorescéncia (Shimadzu RF10AXL) (DF);

Equipamento para MD (Bomba MD — 1020 Bee Hive Controller — BAS, Mddulo
para Seringa MD — 1001 Baby Bee Serynge Drive — BAS);
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e Cuba e suporte para manutengao de animais em microdialise (BAS);
e Estereotaxico (ASI Instruments®, USA)

e Microscépio Eletrdnico de Transmissao (Jeol® JEM 1200 ExIl);

e pHmetro de Bancada Micronal® B474;

e Zetasizer® Nano-ZS (Malvern® Instruments);

e Turbiscan Lab® (Formulaction®, Toulouse, France).
4.3 Métodos
4.3.1 Obtencao e caracterizagao fisico-quimica das nanocapsulas (NC)

Para a obtengdo de nanocapsulas revestidas com quitosana (NCQ) foi
utilizada a técnica de deposicao interfacial de polimero pré-formado descrita por
Fessi e colaboradores (1989) e adaptada por Prego e colaboradores (2005). A

composic¢ao da formulacido encontra-se descrita na Tabela 5.

Tabela 5. Composic¢ao quali e quantitativa das formulagdes de nanocapsulas

investigadas
Componentes NCQ NCP NCQP
Fase Organica
Epikuron 170° (g) 0,190 0,190 0,190
Poli(e-caprolactona) (g) 0,250 0,250 0,250
Acido valproico (mL) 0,136 0,136 0,136
Acetona (mL) 67 67 67
Fase Aquosa
Tween 80° (mL) 0,190 0,190 0,190
Agua Milli-Q (mL) 128 128 128
Solugéo de Quitosana 1 % (mL) 5 - 2,5
PEG 6000 (g) - 0,250 0,125

* A concentracgéo final de acido valproico em todas as formulagdes foi de 5 mg/mL;
*NCQ = nanocapsulas com quitosana; NCP = nanocapsulas com PEG 6000; NCQP = nanocapsulas
com quitosana e PEG 6000

Primeiramente os constituintes da fase organica da formulagdo foram
pesados e colocados juntamente com a acetona em um béquer, sem a presenca do

farmaco, a fim de se obter total solubilizagcdo dos componentes no solvente organico,



para depois se adicionar o AV na sua forma liquida e soluvel em acetona. Esta fase
organica foi submetida a aquecimento a 37 £ 1 °C e agitagdo magnética controlada
para solubilizagdo dos componentes. Em paralelo, a fase aquosa, composta de agua
e Tween 80%, foi colocada em agitacdo para homogeneizagéo do sistema. Apos esta
etapa, o farmaco, com o volume devidamente corrigido a partir da sua densidade (d
= 0,9215 g/mL) (INDEX MERCK, 2001), foi adicionado a fase organica e entao,
verteu-se a fase organica sobre a fase aquosa através de funil de plastico e
manteve-se o sistema em agitacdo por 10 minutos. O sistema formado teve a
acetona e o excesso de agua removidos em evaporador rotatério, com aquecimento
do baldo a 37 = 3 °C, sendo que o volume restante permaneceu igual ou menor do
que 20 mL. Por fim, foram adicionados 2,5 mL da solugao de quitosana purificada a
1 % a formulacédo e agua Milli-Q, se necessario, para se alcangar o volume final de
25 mL e a formulagéo final foi mantida em agitagéo por 1 h. Finalizada esta etapa,
obteve-se as nanocapsulas de PCL contendo acido valpréico (concentragao final de

5 mg/mL) revestidas com quitosana (NCQ)

Para a obtengdo das nanocapsulas revestidas com PEG (NCP) foi utilizada
metodologia adaptada de De Campos e colaboradores (2003) e os componentes da
formulacao estao descritos na tabela 5. Onde o polimero PEG 6000 foi adicionado
diretamente na fase aquosa a uma concentracéo de 0,7 % e procedeu-se da mesma
forma como descrito para se obter a formulagdo NCQ, excetuando-se o passo final
de adigao de solugao de quitosana. A concentracao final do farmaco na formulagao

foi mantida em 5 mg/mL.

No processo de obtencdo das nanocapsulas revestidas concomitantemente
com PEG 6000 e quitosana foi utiizada a mesma metodologia descrita
anteriormente para a obtencdo de nanocapsulas revestidas com PEG 6000,
adicionando-o na fase aquosa na concentragao de 0,35 %. Uma vez obtidas as
nanocaspulas, procedeu-se da mesma forma como descrito na metodologia para
obtencio de nanocapsulas revestidas de quitosana, adicionando um volume de 1,25
mL de solugéo de quitosana a 1 % a formulagao e esta foi mantida em agitagéo por
1 h, obtendo-se assim, nanocapsulas revestidas com PEG 6000 e quitosana

concomitantemente (NCQP) com o farmaco mantido na concentragao de 5 mg/mL.
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4.3.2 Purificagao da quitosana

A purificagdo da quitosana foi realizada a partir da adaptagdo da metodologia
descrita por Sebben e colaboradores (2004), onde 2 g de quitosana foram
solubilizadas, durante 24 h, em uma solu¢ao aquosa de acido acético 2 % (v/v). Esta
solucao foi filtrada sob vacuo, em filtro de papel comum, precipitando o filtrado com
a adicdo de solugdo de NaOH a 10 % até obter-se um pH 14. A quitosana
precipitada foi filtrada em funil de vidro sinterizado (G3) lavando-se primeiramente
com agua Milli-Q® e depois com solugdes 70:30, 80:20 e 90:10 (v/v) de etanol em
agua. Os grumos de quitosana obtidos foram secos em dessecador com silica-gel
(Merck®).

4.3.3 Caracterizagao das nanocapsulas de AV
4.3.3.1 Diametro de particula e potencial zeta

As formulagées NCQ, NCP e NCQP foram avaliadas quanto ao tamanho de
particula (didmetro) em suspensao através de espalhamento de luz dinamico
(espectroscopia de correlagao de fotons) a partir da observacéo da luz espalhada a
90° utilizando o aparelho Zetasizer® Nano-ZS, diluindo-se a amostra em agua Milli-
Q®. No mesmo equipamento, foi feita também a avaliacdo do potencial zeta (&)
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Cada formulacédo foi amostrada em ftriplicata através
de aliquotas de 1 mL diluidas em 9 mL de uma solugédo de NaCl (0,056 mg/mL) para

que se procedesse a determinacao do diametro e do potencial zeta.
4.3.3.2 Forma das particulas

A forma das particulas obtidas foi avaliada por microscopia eletrbnica de
transmissao (.Jeol® JEM 1200 ExlIl, Centro de Microscopia da UFRGS) operando a
80 kV, para as formulagbes NCQ e NCP que foram previamente diluidas e
depositadas em suporte de cobre com Formwar Carbon e contrastadas com solugao

de acetato de uranila (2 % m/v).
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4.3.3.3 Taxa de associagao do AV as nanocapsulas

Para a avaliagao da taxa de incorporagao do farmaco procedeu-se de acordo
com técnica descrita na literatura (GUTERRES et al., 1995), utilizando filtros
Ultrafree® Millipore® (cutoff 10.000 Da) para ultrafiltracdo das suspensdes, durante 5
min a 10.285,6 g. A quantidade do farmaco nao incorporado as nanocapsulas foi
determinada no ultrafiltrado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Para a determinacdo da quantidade total do farmaco presente na formulagao foi
realizada a dissolucdo dos componentes das nanocapsulas em acetonitrila e se
utilizou a metodologia descrita para analise do AV em CLAE no item 4.3.6. A partir
da diferenca entre a quantidade total de farmaco na formulacdo e a quantidade
presente no ultrafiltrado, determinou-se a taxa de associacdo do farmaco as

nanocapsulas.
4.3.3.4 Analises de espalhamento multiplo

As suspensdes de nanocapsulas foram avaliadas por um Turbiscan Lab
(Formulaction®, Franca). O sistema de deteccdo do Turbiscan Lab é composto por
um feixe de luz no infravermelho préoximo (A = 880 nm) e dois detectores: um de
transmissao (T) e outro de backscattering (BS). O detector (T) recebe a luz que
atravessa a amostra (a 180° do feixe incidente), enquanto o detector BS, recebe a
luz espalhada e refletida pela amostra (a 45° do feixe de luz incidente). O sistema
detector realiza uma varredura do fundo ao topo da cubeta que contém a amostra
adquirindo dados de transmissdo (T) e backscattering (Dihang et al., 2005). O
principio da medida baseia-se na variagdo de fracdo volumétrica ou diametro da
particula, resultando em uma variagao dos sinais de T e BS. Para particulas que nao
absorvem luz no comprimento de luz utilizado (880 nm), a intensidade de
transmissao e backscattering € essencialmente dependente da concentracdo de

particulas, diametro de particula e indice de refracdo da mistura.

As formulagdes foram colocadas dentro de uma cubeta de vidro transparente
(20 mL) e analisadas a 40 °C por 24 horas, para simular condigbes de estresse que
poderiam levar ao surgimento de fendbmenos fisicos de instabilidade das

formulagoes.
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4.3.3.5 Determinagéao do pH

O pH das formulagdes foi determinado logo apds a preparagdo das mesmas com o
auxilio de potencidmetro previamente calibrado, com solugcdes padrao de pH 4,0 e

7,0. Os resultados apresentados representam a média de trés determinacgdes.

4.3.3.6 Comparacgao estatistica dos parametros fisico-quimicos

das formulagdes

As formulagdes NCQ, NCP e NCQP foram comparadas e avaliadas
estatisticamente quanto ao tamanho de particula, pH, indice de polidispersao
utilizando ANOVA seguido de Tukey, com nivel de significancia de 0,05 %, como

teste confirmatorio.

4.3.4 Farmacocinética no plasma e avaliagado da penetragdo do AV no

tecido cerebral de ratos

Para a realizagdo deste projeto, as normas do Conselho Canadense de
Protecdo aos Animais? foram seguidas, de acordo com as condi¢des laboratoriais. O

projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (n° 2005407).

Para experimentos de microdialise (MD) foram utilizados ratos Wistar machos
provenientes do biotério da Fundagcao Estadual para Pesquisa e Producdo em
Saude (FEPPS), com peso variando entre 250 e 350 g que foram mantidos no
Biotério da Faculdade de Farmacia, com temperatura controlada (23 + 2°C) e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (ragcao

certificada Nuvilab CR1®) e foram mantidos em gaiolas com no maximo 5 animais.

O numero de animais por grupo (n = 6) foi determinado de acordo com calculo
estatistico utilizando ANOVA, com o auxilio do programa SigmaStat® versdo 2.0,
utilizando como parametro farmacocinético a concentragdo plasmatica maxima

(Cmax) alcangada pelo AV ap6s a administrac&o via oral de uma dose de 100 mg/kg

2 Disponivel em <http://www.ccac.ca>
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em ratos (Cwax = 139,6 £ 159 pg/ml) descrito no trabalho de Ohshiro e
colaboradores (2003).

Os animais foram dividos em quatro grupos que receberam doses equivalente
a 15 mg/kg do AV em solugdo (concentragdo equivalente de valproato sdédico
dissolvido em solugéo salina 0,9 %) (grupo 1) como NCQ (grupo 2), como NCP
(grupo 3) e como NCQP (grupo 4). Nesses animais procedeu-se somente as coletas
de sangue. Outros quatro grupos receberam o mesmo tratamento (grupos 5, 6, 7 e
8) e foram procedidos os experimentos de MD cerebral. A dose utilizada no estudo
baseou-se em recomendagdes de dosagem diaria de AV para pacientes adultos (15
mg/kg) (DeVane, 2003).

4.3.4.1 Experimentos farmacocinéticos

Para os grupos utilizados para a avaliacdo do perfil plasmatico os animais
foram mantidos acordados e se administrou, pela veia caudal, o farmaco livre, em
NCQ, NCP e NCQP. Para tanto, os animais foram colocados em gaiolas de
contengdo com a cauda exposta para facilitar tanto a administracdo quanto a coleta
de amostras de sangue. As coletas foram feitas em tempos pré-determinados (0, 5,
15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 min) respeitando-se um tempo de coleta
superior a trés tempos de meia-vida do farmaco em ratos (OSHIHIRO et al., 2003).
As amostras de sangue foram coletadas em tubos heparinizados e foram
submetidas a centrifugacao a 14.811,3 g por 10 min em temperatura ambiente, para
obtencdo do plasma. As amostras de plasma foram congeladas a -20 °C e

posteriormente tratadas e analisadas como descrito no item 4.3.6.

4.3.4.2 Experimentos de MD cerebral

A microdidlise foi utilizada para determinacdo da concentracido livre do
farmaco em estudo no tecido cerebral. Estudos preliminares foram realizados para
determinar a calibragdo das sondas in vitro e in vivo, seguindo-se a técnica de
calibragao por dialise e retrodialise descrita por Sayin e colaboradores (1995). Para
a calibracao in vitro foi feita a determinacao da recuperagao do farmaco pela sonda

(amostra de dialisado) quando inserida em solugdo de concentragdo conhecida de
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AV e perfundida com solugao de Ringer isenta do farmaco. Também foi avaliada in
vitro a perda do AV a partir da perfusdo da sonda com solugdo de Ringer com
concentracdo conhecida do farmaco para um meio isento do mesmo (retrodialise).
Esta avaliagao foi feita com concentragcées de 0,1; 0,5 e 1 yg/mL de AV e com
velocidades de fluxo de 1, 2 e 3 uL/min para a otimizagcdo das condigdes de MD. As

amostras coletadas em triplicata em cada experimento foram avaliadas por CLAE.

A calibragao por retrodialise in vivo foi realizada com a implantagdo da sonda
de MD no animal em experimentagado, perfundindo solu¢do de Ringer modificado
com concentragcdo de 1 pg/mL do farmaco e velocidade de fluxo de 2 pyL/min e
avaliou-se a perda deste para o tecido cerebral. Depois de feita a calibragao, a
sonda foi irrigada com solugdo de Ringer isenta de farmaco e, respeitou-se um
tempo de 1 h para o inicio do experimento. A calibragao in vivo foi realizada em trés
animais. O valor de recuperacao médio obtido foi utilizado para a determinagao das

concentragodes livres teciduais dos experimentos com MD cerebral.

Para os experimentos de MD os animais foram anestesiados com hidrato de
cloral (400 mg/kg) administrado intraperitonialmente e logo apds, foi feita a
administragao subcutanea, no local da cirurgia, de 0,2 mL de lidocaina/epinefrina a 2
%, com a finalidade de diminuir o sangramento decorrente do procedimento cirurgico
utilizando equipamento estereotaxico. Neste equipamento, o animal anestesiado foi
imobilizado e, de acordo com coordenadas de profundidade de 1,0 mm,
anterioridade de 2,0 mm e lateralidade de 3,2 mm obtidas a partir do bregma
(conjuncgao das linhas sagital e occipital do cranio do animal) (PAXINOS e WATSON,
1986) procedeu-se a cirurgia e implantacdo e fixagdo da canula guia. No dia do
experimento, a canula guia foi retirada e a sonda de MD foi inserida no cortex frontal
(POTSCHKA et al.,, 2002). Para que estes animais fossem utilizados em
experimentos de microdidlise cerebral, respeitou-se o tempo de 2 dias para a
recuperacdo dos mesmos apos a cirurgia. Fez-se entdo, a estabilizagdo da sonda
por 1 hora seguida da administracdo do farmaco livre ou encapsulado pela veia
caudal. As amostras de microdialisado foram coletadas de 20 em 20 minutos até um
tempo de 6 h, utilizando-se uma velocidade de fluxo para perfusao de solugao de
Ringer modificado de 2 pL/min para os quatro grupos em estudo. As amostras de
MD foram inicialmente congeladas e analisadas posteriormente conforme descrito
em 4.3.6.
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Ao final de cada experimento, os animais utilizados foram sacrificados em
camara de CO,. Os mesmos foram acondicionados em sacos plasticos apropriados
e depositados em freezer especial da Faculdade de Farmacia, sendo posteriormente
recolhidos pelo Servigo de Coleta Especial da Prefeitura Municipal de Porto Alegre.

Este servigo de coleta/recolhimento ocorre uma vez por semana.
4.3.4.3 Determinag&o dos parametros farmacocinéticos

Os parametros farmacocinéticos do AV em ratos foram determinados a partir
dos perfis individuais de concentragao plasmatica e tecidual para todos os grupos
investigados, utilizando as equag¢des nao-compartimentais descritas por GIBALDI e
PERRIER (1982). A analise nao-compartimental dos dados foi realizada utilizando-
se a planilha eletronica Excel® versdo 7.0 (Microsoft®) e os parametros determinados
foram area sob a curva (ASCy..), constante de eliminagao (A), tempo de meia-vida
(t2), volume de distribuicdo no estado estavel (Vdss), depuragéo (Cl) e tempo de
residéncia meédio (MRT) para os dados plasmaticos. Para os dados teciduais, foram
determinados os parametros de ASCy.., A, t'2, MRT e o fator de penetragao tecidual
(FPT).

Para a analise compartimental dos niveis plasmaticos do AV foi utilizado o
programa de regressao ndo-linear Scientist® versdo 2.01 (MicroMath®, Utah, USA), e
o modelo de dois compartimentos utilizando a equagcdo 1. Os parametros
farmacocinéticos determinados por este modelo foram as velocidades de absorcéo e
eliminacao (a e b, respectivamente), as constantes de absorg¢ao e eliminagao (a e £,
respectivamente), ASC%,;, Vdss, volume no compartimento central (Vc), Cl, tempo
de meia-vida de eliminagéo (t'2) e as microconstantes (k12, k21 e k10). Para a
avaliagdo da adequacdo do modelo matematico aos dados experimentais foi
utilizados o Critério de Selegdo de Modelo (MSC), a correlagdo de Pearson (r) e a

avaliagao visual dos graficos fornecidos pelo programa.

Cp:a-e_ﬁ't+b-e_a't Equacéo 1
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Onde a e a, sao intercepto e constante de distribuicdo, respectivamente. E b e j,

sao intercepto e constante de eliminacao, respectivamente.

4.3.4.5 Analise estatistica

A avaliagdo comparativa da penetracdo cerebral do AV livre e
nanoencapsulado, foi realizada comparando-se estatisticamente os parametros
farmacocinéticos determinados a partir da analise nao-compartimental das
concentragdes teciduais livres dos quatro grupos de animais em experimentagéo
com MD, utilizando teste ANOVA (o = 0,05). Do mesmo modo, os parametros
farmacocinéticos plasmaticos do AV nos quatro grupos foram comparados por teste
ANOVA (a = 0,05), assim como para o experimento de avaliagdo histopatoldgica de

figado de ratos descrito no item 4.3.5.

4.3.5. Avaliagao da hepatotoxicidade e nefrotoxicidade do AV livre

e nanoencapsulado em ratos

Com o intuito de avaliar se os efeitos nocivos que o AV pode apresentar como
a formagdo de esteatose microvesicular no tecido hepatico poderiam surgir em
animais em tratamento por um periodo de tempo determinado, foi realizado o
experimento de avaliagdo histopatolégica e anadlise bioquimica de enzimas
presentes no figado como a fosfatase alcalina, alanino e aspartato aminotransferase
e gama glutamiltransferase. Para além da avaliagdo de alteragées bioquimicas e
histologicas no tecido hepatico, foi realizada também a avaliagdo da funcionalidade
renal, a partir da analise dos niveis de creatinina e uréia presente no plasma de
ratos. Esse experimento foi conduzido a partir de metodologia adaptada de
Espandiari e colaboradores (2007) e consistiu em tratamento dos animais divididos
em 5 grupos distintos (n = 10) onde os animais receberam tratamentos como
solugdo salina (grupo 1), solugao de valproato sddico (grupo 2), formulagdo branco
(onde nao ha a presenga do farmaco ou dos polimeros utilizados para revestimento)
(grupo 3), NCQ (grupo 4) e NCP (grupo 5). Para os grupos 1 e 3 foi administrado
aos animais em teste um volume de solugdo salina e formulagdo branco,

respectivamente, em um volume diario igual ao administrado aos animais tratados
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nos outros grupos. Para os grupos 2, 4 e 5, a quantidade diaria administrada de
valproato sédico ou acido valproico contido nas formulagdes foi de 60 mg/Kg divido
em 2 doses diarias a cada 12h de 30 mg/Kg. A dose foi determinada como sendo a
maior dose que poderia ser administrada levando-se em conta as limitagdes do
volume de administracdo e concentracdo do farmaco nas formulagbes a serem
testadas. Todos os animais, em todos os grupos foram tratados com o mesmo
regime de administragao por 5 dias e a administragao foi realizada pela veia caudal.
O tempo de tratamento de 5 dias foi determinado pelo surgimento de lesbes

causadas nos animais e a impossibilitando a continuacdo do mesmo.

Apds o 5°. dia de tratamento, os animais foram sacrificados por guilhotinagem
e foram recolhidas amostras de sangue em tubos heparinizados, para posterior

separagao do plasma e amostras de figado.

As amostras de figado foram colocadas em solugdo conservante de
formaldeido a 30% e levadas ao laboratério Zanol para posteriormente serem
tratadas pelo processo de coloragdo hematoxicilina-eosina para verificar a presenga
de esteatoses microvesiculares. Estas foram visualizadas utilizando microscépio

6tico no aumento de 40x com camera fotografica digital acoplada.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 5.290 g por 15 min para
separacao do plasma e as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Analises Clinicas e Toxicoloégicas da Faculdade de Farmacia da UFRGS, onde foram
analisadas, utilizando-se kits comerciais da marca LabTest® para alanino e aspartato
aminotrasferase, para fosfatase alcalina, para gama glutamiltransferase, para
creatinina e uréia. Os resultados obtidos da analise bioquimica foram comparados

estatisticamente entre os grupos para avaliar possiveis danos hepaticos ou renais.
4.3.6 Metodologia analitica para quantificagdo do AV por CLAE
O AV foi quantificado nas amostras de plasma, apds precipitacdo das
proteinas plasmaticas com adigdo de acetonitrila, na proporcdo de 2:1 e

centrifugagédo por 10 min a 14.811,3 g; no dialisado de tecido cerebral e nas

suspensdes de nanocapsulas através de metodologia adaptada de Zhong e
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colaboradores (2006). A deteccdo do AV foi realizada apds processo de
derivatizacdo do farmaco com o composto 4-(Bromometil)-7-metoxicumarina
(BrMMc) na presencga de trietilamina (TEA). O tratamento, tanto das amostras de
plasma, quanto as de suspensao de nanocapsulas, foi realizado utilizando-se uma
aliquota equivalente a 100 uL adicionando-se 30 pL de uma solugéo a 10 % de TEA
e 20 pyL de uma solugao de BrMMc (0,5 mg/mL) que foram submetidas a auséncia
de luz e a temperatura de aproximadamente 45 °C por 20 min, para que ocorresse a

reacéo de derivatizagéo (Figura 7).

H5CO o} 0
CHg H3CO o o /
OH . H3CO S
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Br CHa
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Figura 7. Esquema para a reagdo de derivatizagdo do AV (A) com BrMMc (B)
formando o derivado fluorescente (C) (ZHONG et al., 2006).

Com relacdo as amostras de dialisado de tecido o processo de derivatizagao
para posterior analise das amostras manteve-se 0 mesmo, a ndo ser pelo volume de
amostra obtida que foi de 40 pL e os volumes adicionado de TEA a 10 % e de

solugao de BrMMc (0,5 mg/mL) que foram de 12 e 8 L, respectivamente.

A fase mével se constituiu de uma mistura de acetonitrila:tampao acetato
sédico 30 mM (70:30 v/v) com pH ajustado a 4,8 com acido acético glacial. A
velocidade de fluxo da fase mével foi de 1,0 mL/min, o volume de injegdo da amostra
de 50 pL e a coluna cromatografica de fase reversa pBondapak® C18 (Waters®) com
pré-coluna do mesmo material. O detector de fluorescéncia teve o comprimento de
onda (1) de excitagao fixado em 325 nm e o A de emissdao em 398 nm. A validacao
da metodologia, para todas as amostras, foi feita de acordo com normas da
Resolugdo RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)® (2003)

3 Disponivel em <http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=15132&word=>
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avaliando-se os parametros linearidade, precisdo, exatiddao e limite inferior de

quantificacao e limite de deteccéo.

Os resultados para validagdo da metodologia analitica sdo mostrados nos

Anexo 1 (para as formulacdes) e Anexo 2 (para a matriz biolégica plasma).
4.3.7 obtencao do valproato sddico a partir do acido valproico

Com o intuito de se obter valproato sddico para melhor solubilizacdo em veiculo
aquoso para os experimentos de microdidlise utilizando a solugdo de Ringer
modificado como liquido de perfusao foi realizada uma reagao quimica na proporgao
1:1 (mol/mol) tomando-se os pesos moleculares dos reagentes envolvidos no
processo quimico. Para o AV e para o hidroxido de sodio (NaOH) as massas

molares sao, respectivamente 144,21 ge 40 g.

O meio reacional conteve 14,4 g de AV e 4,4 g de NaOH em metanol (20 mL),
adicionando-se 5 mL de agua em um baldo, mantido sob agitagéo utilizando agitador
magnético. Apds 15 min, o meio reacional foi levado a secura para se obter o sal
sodico a partir do acido valpréico. Esse sal foi levado ao dessecador por 48 h afim
de se retirar o restante de agua residual do processo e foi posteriormente lavado
com o6xido de dietileno seco e guardado em dessecador. A identificagdo do sal

obtido foi feita com base no ponto de fusdo do valproato sédico (300 °C)*

O processo de reagao quimica realizada esta representado na figura 8 abaixo.

CH3 CHs3

CHg CH3

Figura 8. Representacéo da reacao de obteng¢ao do valproato sédico

* <www.chemblink.com/products/>
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Para avaliar o rendimento do processo de transformagao do AV em valproato
soédico utilizou-se uma curva de calibracdo em plasma e metodologia analitica

conforme descrito em 4.3.6.
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5. Resultados e Discussao






5.1 Caracterizacao Fisico-Quimica das Suspensées de Nanocapsulas

Contendo Acido Valproéico

5.1.1. Parametros fisico-quimicos

A Tabela 6 apresenta os resultados da caracterizagao fisico-quimica das
formulagdes de nanocapsulas (NC) de PCL contendo acido valproéico revestidas com
quitosana (NCQ), com polietilenoglicol 6000 (PEG) (NCP) e com a associagao dos

dois revestimentos (NCQP).

Tabela 6. Caracterizagao fisico-quimica das formulagbées NCQ, NCP e NCQP

Parametros NCQ NCP NCQP
Diametro (nm) 144,2 + 2,0 153,2 +1,8° 231,3+ 15,6%°
Potencial zeta (mV) +8,7+0,4 -6,6+0,8 -2,8+13
Polidispersao 0,17 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,40 + 0,06°
Taxa de associagao (%) 98+5 957 98 £ 10
Doseamento (mg/mL) 45+0,3 49+0,2 48+0,3
pH 4,26 + 0,02 4,79 £ 0,04 4,80 + 0,11

Formulagbes preparadas para concentragdo final de 5 mg/mL de AV; n = 3/formulagéo. ® diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a NCQ e b diferenca estatisticamente significativa em relagéo
a NCP (ANOVA, a = 0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 6 mostram que a formulacdo NCQ
apresenta um tamanho de particula reduzido (144,2 + 2,0 nm) e a distribuicdo de
tamanho de particulas apresenta-se homogénea (0,17t 0,004), com indice de
polidispersao inferior a 0,20, caracterizando, portanto, sistemas coloidas com
distribuicdo estreita de tamanho de particulas. Pode-se visualizar uma inverséo de
potencial zeta, de negativo para positivo, em NCQ comparando-a com as outras
formulagdes. Isso confirma o revestimento por quitosana, pois o polimero primario, a
poli(e-caprolactona), utilizado para obter a suspensao de nanocapsulas, confere um
potencial zeta negativo, quando empregado na formulagcdo, enquanto a quitosana,
sendo um polimero catibnico, € capaz de promover uma inversao de potencial zeta

no processo de revestimento das nanocapsulas (De Campos et al., 2003).
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A inversdao de potencial zeta €& descrita na literatura por Calvo e
colaboradores (1997), quando da utilizacdo de solu¢gdes de quitosana com, no
minimo 14 cP de viscosidade, um grau maior de 80 % de desacetilagdo e na
dependéncia da concentracdo. Essas caracteristicas reunidas faciltam a
adesividade a mucosas e epitélios. Com respeito a formulagdo NCQ, o grau de
desacetilacdo apresentado pela quitosana utilizada foi de 86 % e viscosidade de 16
cP. Quanto a taxa de associagao do farmaco as nanocapsulas na formulagédo NCQ,
essa se apresentou alta. Esse resultado pode ser explicado pelas caracteristicas do
AV, que é um farmaco que se apresenta no estado fisico liquido e bastante lipofilico
(log P = 2,8). Essas caracteristicas fazem dele um excelente candidato para
constituir o nucleo oleoso das nanocapsulas per si, ndo havendo a necessidade da
adicdo de um veiculo oleoso (como Mygliol 870®), como em vérias suspensdes de
nanocapsulas descritas na literatura, que utilizam a deposicéo interfacial do polimero

pré-formado como metodologia para obteng¢ao desses sistemas nanoparticulados.

A formulagdo NCP, assim como a formulagdo NCQ apresentou tamanho de
particula diminuto e homogéneo (153,2 £+ 1,8 nm), com indice de polidisperséo de
0,18 £ 0,01 e, da mesma forma que para a formulagao anterior, o resultado de taxa
de associacdo denotou a afinidade do farmaco pelas nanocapsulas. Diferentemente
da formulagdo NCQ, a formulagdo NCP apresentou potencial zeta negativo, em
parte devido a PCL e, em parte, devido a presenca de PEG 6000, que auxiliou na

manutencgao desse potencial negativamente carregado.

No trabalho realizado por De Campos e colaboradores (2003), podemos
observar que a inversao de potencial zeta foi alcangada, quando se utilizou
quitosana para revestimento das nanoestruturas. Sem o revestimento de quitosana,
as nanoestruturas de poli(e-caprolactona) apresentaram um potencial zeta de
aproximadamente -35 mV e um tamanho de particula de aproximadamente 246 nm.
Utilizando-se a quitosana como material de revestimento, as nanocapsulas
apresentaram um potencial zeta de aproximadamente +33,2 mV e um tamanho de
particula em torno de 465 nm. Essa intensa inversdo apresentada e também o
aumento de tamanho de nanoestrutura em torno de 2 x em comparagao com 0s
resultados obtidos no nosso trabalho (¢ = +8,7 + 0,4 mV; d = 144,2 £ 2,0 nm). Isso

pode ser explicado pela concentracdo de quitosana utilizada nos dois estudos.
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Enquanto no estudo de De Campos se utiliza uma concentragédo de 0,2 % de
quitosana, no presente estudo utiliza-se uma concentragéo final de quitosana de
0,05 %.

O doseamento do AV, feito ao final do processo de obtencdo de cada
formulacao apresentou valores proximos a concentragao do farmaco adicionada no
inicio do processo, evidenciando estabilidade do farmaco durante esse processo e
indice de perdas do farmaco praticamente negligenciaveis.

As trés formulacdes obtidas apresentaram valores de pH acidos. Para NCQ o
valor de pH determinado foi de 4,3, aproximadamente, enquanto que para as
formulagcbes NCP e NCQP foi de 4,8, aproximadamente. Esse resultado pode ser
explicado pelo carater acido do farmaco, pela poli(s-caprolactona), a qual pode
apresentar hidrolise parcial levando a tragos de acido poli(e-hidroxi-capréico) na
formulacao (Calvo et al., 1996), ou ainda pela presenca de acido acético, utilizando

em uma solucdo de 0,001% para a solubilizagado da quitosana.

A partir da avaliagdo estatistica realizada podemos inferir que, mesmo
apresentando uma diferenga estatistica significativa para o didametro das NC nas
formulagcbes NCQ e NCP, os valores apresentam-se aproximados e demonstrando
que o processo escolhido para obtencdo dos sistemas nanoparticulados foi bem
controlado, tornando essa diferenca estatistica menos relevante. Para o indice de
polidispersao, os resultados nao apresentaram diferengca estatisticamente
significativa, demonstrando que as NC formadas nos dois processos distintos

apresentam pequena variagao de tamanhos.

Por sua vez, a formulacdo NCQP apresentou os maiores resultados em
relagdo ao tamanho de particula em comparagao com as outras duas formulacdes
elaboradas (231,3 £ 15,6 nm) evidenciando um aumento de didmetro que pode ser
explicado pela utilizagdo conjunta dos revestimentos de quitosana e PEG 6000.
Quanto ao potencial zeta, este apresentou-se negativo, mas em um valor
negativamente menor em moddulo (-2,8 mV) quando em comparagdo com a
formulacdo NCP e isso pode ser explicado devido a quantidade adicionada de

quitosana que poderia determinar a inversédo de potencial de negativo para positivo.
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Nessa condicdo, o indice de polidispersdo apresentou-se com valores
maiores em comparagao com as outras formulagdes elaboradas (0,40) o que indica

uma variabilidade de tamanhos de particulas obtidas por esta metodologia.

As Figuras 8 e 9 mostram as fotomicrografias registradas pela técnica de
microscopia eletrénica de transmissdao para as formulagcdes NCQ e NCP,

respectivamente.

Figura 9. Fotomicrografia obtida por microscopia eletrénica de transmisséo para a
formulagdo NCQ. (a) aumento de 100.000 vezes e (b) aumento de
200.000 vezes.

Na Figura 9, pode-se observar que as nanocapsulas sado esféricas e
apresentam homogeneidade de tamanho de particula, bem como auséncia de
aglomerados na formulagdgo NCQ, em aumentos de 100.000 e 200.000 vezes,
confirmando os resultados apresentados na Tabela 6.
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Figura 10. Fotomicrografia obtida por microscopia eletrénica de transmissao para a
formulagdo NCP. (a) aumento de 100.000 vezes e (b) aumento de
200.000 vezes.

Na Figura 10 podemos visualizar nanocapsulas (NCP) igualmente esféricas e
com o mesmo padrao de distribuicdo homogénea de tamanho de particula, além da

presenca de alguns aglomerados, nos mesmos aumentos anteriores.

5.1.2. Estabilidade das formulagdes

Como preditor de estabilidade das formula¢des foram realizadas avaliagbes
das mesmas pelo Turbiscan®, equipamento que utiliza o retroespalhamento de luz
para determinar se ocorrem processos de instabilidade fisico-quimica como
sedimentacao/floculagdo, coalescéncia ou cremagem por inducdo de altas
temperaturas em fungdo do tempo. Nos graficos de retroespalhamento obtidos por
Turbiscan®, a area de leitura é relacionada ao volume de amostra contida na cubeta
(20 mL) em tempos pré-determinados e, a sobreposigéo das leituras em fungao do
tempo auxilia na verificacdo da desestabilizacdo da formulacdo. A leitura dos
graficos obtidos pelo restroespalhamento de luz é feita da esquerda (fundo da

cubeta) para a direita (superficie da cubeta).
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Nas Figuras 11, 12 e 13 pode-se visualizar os graficos de referéncia de
retroespalhamento de luz resultantes das avaliacbes a 40 °C por 24 h das
formulagdes NCQ e NCP e NCQP, respectivamente.

Para a formulacdo NCQ pode-se observar (Figura 11) um processo de
sedimentagao pouco intenso no fundo da cubeta uma vez que a variagao positiva de
backscattering € menor do que 1 % (area em evidéncia — a). Essa pequena
tendéncia a sedimentagdo confirma-se na superficie da cubeta onde se pode
visualizar uma variagédo de backscattering negativa menor do que 2 %, indicando um
processo de clarificagdo no topo da cubeta de analise (area em evidéncia — b). Ainda
que essa pequena tendéncia a sedimentacao seja visualizada, cabe ressaltar que a
formulacdo apresenta uma boa estabilidade pelo periodo de tempo avaliado na
condigdo de estresse de temperatura, uma vez que as variagdes de backscatering
nao sao superiores a 2 %. Na area relativa ao corpo da cubeta, verifica-se um ligeiro
aumento na intensidade do espalhamento, o que corresponde a um ligeiro aumento
do diametro das particulas. Esses resultados sugerem que a formulagao apresenta
estabilidade em longo prazo, para condigdes ideais de armazenagem a temperatura
ambiente.

A | (o Detts Buckscatiedng

9%

Backscattering (%)

(4) eanye ap odwa |

B 100000
O Smm 10mm 15mem 20mam 25mm 0emm Asmm Admem A5mm

Altura (mm)

Figura 11. Grafico de retroespalhamento obtido por Turbiscan® da formulagdo NCQ

a 40 °C por 24h. a) representa o fundo da cubeta, b) representa a parte
de cima da cubeta.

Para a formulagdo NCP (Figura 12) o mesmo experimento demonstrou uma

variagao inferior a 1 % no backscattering negativa no fundo da cubeta (area em
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evidéncia — a) que é interpretado como uma leve tendéncia a sedimentagao. Ja ao
meio da cubeta, ndo visualizou-se variagdes de backscattering demonstrando maior
estabilidade quanto a mudancgas nos tamanhos de particulas quando comparada a
formulacdo NCQ. Ja na area que corresponde a parte superior da cubeta (area em
evidéncia — b) pode-se visualizar uma tendéncia a sedimentagao ou cremagem, uma
vez que observou-se variagdes de backscattering entre -3 e 5 %. O fenbmeno
evidenciado em a, determina uma pequena instabilidade nas condi¢gdes de
temperatura do estudo, que pode ser devido a um processo de separagao de fases.
Esse fendbmeno nao foi confirmado pela visualizagdo macroscépica da amostra no

momento final do experimento, e retirada da mesma do aparelho.
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Figura 12. Grafico de retroespalhamento obtido por Turbiscan® da formulagdo NCP a
40 °C por 24h. a) representa o fundo da cubeta e b) representa a parte
superior da cubeta.

Com relagdo ao grafico de variagdo de retroespalhamento da formulagao
NCQP, pode-se Vvisualizar (Figura 13) que a utilizagdo de quitosana
concomitantemente com PEG 6000 demonstra existir um processo de sedimentacao
pela variagdo positiva do backscattering (area em evidéncia — a) em torno de 5 %.
Ja na superficie da cubeta, pode-se visualizar variagées de backscattering positiva e
negativa, em torno de 3% indicando uma pequena tendéncia a sedimentagcao e
cremagem nas condi¢cdes de temperatura do estudo. Ainda assim, a formulagao

contendo concomitantemente quitosana e PEG 6000 demonstra relativa
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estabilidade, mesmo que essa utilizagao conjunta de polimeros tenha aumentado o

tamanho e o indice de polidispersdo das nanocapsulas.

Na figura 13 podemos visualizar a analise por retroespalhamento de luz para

a formulagao NCQP.
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Figura 13. Grafico de retroespalhamento obtido por Turbiscan® da formulagdo NCQP
a 40 °C por 24h. a) representa o fundo a cubeta e b) representa a parte
superior da cubeta.

Os resultados apresentados pela analise do retroespalhamento de luz de
todas as formulagdes demonstram uma boa estabilidade, uma vez que o estresse de
temperatura representa as condigdes extremas de armazenagem e pode predizer a
estabilidade a longo prazo das formulagdes, ainda que os resultados evidenciem

tendéncias de aumento de tamanho de particulas e sedimentacao.
5.2. Farmacocinética do AV Livre e Encapsulado no Plasma

Os perfis de concentracdo plasmatica versus tempo, tanto para o farmaco
livre quanto para o farmaco nanoencapsulado, obtidos apds administragao
intravenosa de uma dose equivalente a 15 mg/kg de AV a ratos Wistar encontram-se
dispostos na Figura 14. Pode-se observar que as fases de distribuicdo e eliminagéo
estdo bem definidas para o farmaco presente na formulagcdo NCQ. Essa definicao
entre as distintas fases ndo se apresenta de modo tao claro para o farmaco livre e

para as formulacbes NCP e NCQP, mas ainda assim, o modelo aberto de dois
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compartimentos para administracdo via intravenosa, foi o que melhor descreveu os
perfis plasmaticos do AV em ambos os casos. O critério de selecdo de modelo
(MSC) determinado pelo programa Scientist® 2.0 para definir a adequacdo do
modelo matematico aos dados experimentais apresentou valores superiores a 2
para todas as modelagens realizadas, demonstrando que o modelo de dois
compartimentos € o mais adequado para descrever os perfis farmacocinéticos

médios e individuais dos animais investigados.
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Figura 14. Perfis de concentracao plasmatica por tempo do AV livre (¢) (n = 6),
formulacdo NCQ (m) (n = 7), em formulagdo NCP (A) (n = 6) NCQP ()
(n = 6) apos administracdo de uma dose i.v. de 15 mg/kg do farmaco
(média + dp).

O AV na formulagao NCQ apresentou concentragcdes plasmaticas abaixo do
limite de quantificacdo em menos de 150 min, 0 que ndo ocorre para o farmaco
nanoencapsulado em NCP, que pode ser quantificado até 180 min e para o farmaco

livre e em NCQP, que pode ser quantificado até o tempo de 240 min.

A avaliagdo farmacocinética dos dados plasmaticos foi realizada por
abordagem compartimental e n&o-compartimental nos 04 grupos investigados. A

partir da analise ndo-compartimental individual dos perfis plasmaticos do farmaco
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livre em solugdo e das formulagdes NCQ, NCP e NCQP foi possivel determinar os

parametros farmacocinéticos mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Avaliacdo ndo-compartimental dos perfis plasmaticos do valproato livre e
nanoencapsulado apds a administracdo de uma dose de 15 mg/kg de
farmaco pela via intravenosa.

Parametros AV NCQ NCP NCQP
A (min'1) 0,012 £ 0,006 | 0,025+ 0,0122 | 0,026 + 0,005% | 0,011 + 0,002°°
t'2 (h) 1,4+1,0 0,6+0,3 0,4 +0,1° 1,1+0,2

ASCq... (ug*min/mL) | 8660 2915 | 3954 + 1756 | 8334 + 882" 7777 + 730°

Vdss (L/kg) 0,080 £ 0,036 | 0,101 +0,058 | 0,051 +0,003 | 0,084 + 0,005
CL¢ot (L/h/kg) 0,117 £ 0,047 | 0,284 +0,156° | 0,109 + 0,011° | 0,116 +0,010°
MRT (h) 0,68 £ 0,11 0,38 + 0,23° 0,47 £ 0,05 0,72 +0,03°

2 Diferenca estatistica em relagéo ao valproato de sédio; ° Diferenca estatistica em relagdo a NCQ; °
Diferenga estatistica em relagdo a NCP (ANOVA, a = 0,05 %; seguida de Tukey).

Comparando-se a constante de velocidade de eliminagcdo entre os quatro
grupos determinou-se diferenca estatisticamente significativa do grupo AV em
relacdo a NCQ e NCP, bem como do NCQP em relagdo a NCQ e NCP (a = 0,05). O
resultado evidencia uma velocidade maior de eliminacdo do farmaco a partir da
circulagdo quando nanoencapsulado, confirmando as diferencas visualizadas nos
perfis médios apresentados na Figura 14. Quanto aos tempos de meia-vida, o AV
apresentou eliminacédo em 1,4 + 0,4 h enquanto as formulagdes NCQ e NCP
eliminaram o farmaco mais rapidamente, com meias-vidas de 0,6 + 0,3 h e 0,4 £ 0,1
h, respectivamente, apesar dessa diferenga ter se mostrado significativa apenas

para a formulacdo NCP, devido a grande variabilidade farmacocinética do AV.

Para a area sob a curva, a analise estatistica revelou diferenga
estatisticamente significativa para a formulagdo NCQ em relagcéo a todos os outros
grupos estudados, uma vez que o valor de ASCy.. dessa formulagao foi
aproximadamente 2x menor do que para as outras duas formulagcbes e para o
farmaco em solugdo. A diferengca na ASCy.. € no tempo de meia-vida esta
relacionada a alteragéo do clearance do farmaco, que foi significativamente maior na
formulacao revestida com quitosana (0,284 + 0,156 L/h/kg) do que na formulagéo
com PEG 6000 (0,109 £ 0,011 L/h/kg), na solugao controle (0,117 + 0,047 L/h/kg) e
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mesmo na formulagdo com quitosana e PEG 6000 (0,116 + 0,010 L/h/kg). Pode-se
aventar a possibilidade de nanoparticulas revestidas com quitosana serem
eliminadas do organismo mais rapidamente que as outras formulagdes ou em
comparagao com o farmaco livre, em funcido do revestimento. Como o clearance do
farmaco foi maior para a formulacdo NCQ pode-se, também, aventar a hipotese de
que essa formulacéo seja eficiente em se concentrar na BHE e, com isso, diminuir
as concentragdes plasmaticas do farmaco e aumentar as concentracdes teciduais

cerebrais do mesmo.

A avaliagédo do volume de distribuicdo nao mostrou diferenga significativa em
entre os grupos investigados (o = 0,05 %), apesar do Vdss da formulagcdo NCP
(0,051 = 0,003 L/kg) ter se mostrado inferior ao determinado para as demais
formulagdées (NCQ = 0,101 £ 0,058 L/kg e NCQP 0,084 + 0,005 L/kg) e solugéo do
farmaco (0,080 + 0,036 L/kg).

Quanto ao MRT, a andlise estatistica mostrou uma redugéo significativa no
tempo de residéncia médio do AV quando nanoencapsulado e revestido com
quitosana (0,38 £ 0,23 h) do que quando livre (0,68 £ 0,11 h) ou nanoencapsulado e
revestido com quitosana e PEG 6000 (0,72 + 0,03 h). As nanocapsulas revestidas
somente com PEG 6000, apresentaram um tempo de residéncia médio superior ao
da formulacdo NCQ, porém esta diferenca ndo se mostrou estatisticamente
significativa. Esse resultado confirma o observado para o tempo de meia-vida,
indicando uma eliminagao aproximadamente 2x mais rapida para o farmaco quando

encapsulado e revestido com quitosana (NCQ).

A avaliagao compartimental dos perfis individuais permitiu a determinagao dos

parametros farmacocinéticos que sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Avaliagdo compartimental da farmacocinética do valproato livre e
nanoencapsulado em plasma apds administracdo de uma dose de 15
mg/kg de farmaco pela via intravenosa.

Parametros AV NCQ NCP NCQP

a (pg/ml) 279,7£59,9 | 486,5+377,8 | 430,5+2845 | 5946 + 252,1
b (pg/ml) 48,5 + 70,3 33,1+24,7 | 157,9+257%° | 1252 +64,1°
o (min™) 0,11 +0,13 0,20 + 0,06 0,23 +0,15 0,31+0,17
B (min™) 0,009 + 0,007 | 0,024 +0,012% | 0,028 + 0,004* | 0,021 + 0,007°
Vc (L/kg) 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 0,01+ 0,01
Vdss (L/kg) 0,07 + 0,04 0,06 + 0,03 0,03 + 0,01 0,04 + 0,01
ki2 (min™) 0,04 £ 0,08 0,05+ 0,03 0,10 £ 0,08 0,17+ 0,10
k1o (min™) 0,05 + 0,02 0,14 + 0,06° 0,08 + 0,04 0,09 + 0,04
k21 (min™) 0,03 £ 0,05 0,04 £ 0,02 0,08 £ 0,04 0,07 £ 0,04
ASCy.. (Mg*min/mL) 7978 £ 3622 3874 £ 1775° 8280 +2136° 7849 + 1021°
CLyot (L/h/kg) 0,15+ 0,10 0,29 + 0,15 0,11 £ 0,02° 0,12 £ 0,02
t'2B (h) 1,9+1,0 0,6 +0,3° 0,4+0,1® 0,6 +0,2°
MSC 4,00 a 2,02 4,47 a 2,03 5,51a1,88 5,35 a 4,31
R 1,00 a 0,97 0,998a 0,975 | 0,999 a0,974 | 0,999 a 0,997

2 Diferenca estatistica em relacdo ao valproato de sodio, ° Diferenca estatistica em relagdo a NCQ,
(ANOVA, a = 0,05 %; seguida de Tukey).

Na Tabela 8 pode-se observar a grande variabilidade encontrada na
determinagdo das constantes hibridas (a, b, o, p) da modelagem para os grupos
investigados. Mesmo assim, foi possivel determinar uma diferenga significativa (o =
0,05) em relagéo a constante de velocidade de eliminagao (B), que foi maior para as
formulagdes NCQ (0,024 + 0,012 h™"), NCP (0,028 + 0,004 h™') e NCQP (0,021 #
0,007 h') em comparagdo com a solucdo de AV (0,009 + 0,007 h™'). Quanto ao
tempo de meia-vida de eliminagdo (t'2) do farmaco, esse se apresentou
significativamente maior para o grupo AV (115,0 £ 59,6 min) em relagdo a todos os
outros grupos em estudo. Desse modo, a nanoencapsulagdo levou a uma rapida
eliminagdo plasmatica do farmaco, reduzindo o tempo de meia-vida em

aproximadamente 4 vezes.
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A variabilidade observada para o tempo de meia-vida do AV, quando
administrado sob a forma de solugdo, bem como para a ASC foi previamente
descrita na literatura em estudo com roedores (LOSCHER, 1993). Esse autor mostra
em seu trabalho que o tempo de meia-vida em ratos para o AV pode variar entre 2 e

5 horas, semelhante ao encontrado no presente trabalho.

A anadlise estatistica ndo mostrou diferenga significativa para o Vc e 0 Vdss
nos grupos investigados, corroborando os resultados da analise ndo-compartimental
e confirmando que a nanoencapsulacdo nao alterou a distribuicdo do farmaco para

os tecidos onde a distribuicdo ocorre apenas por difusio.

A avaliagdo do clearance total mostrou uma tendéncia de aumento para a
NCQ em relagdo aos outros trés grupos que se mostrou significativa apenas em
relacdo ao grupo NCP (a = 0,05 %), provavelmente devido a grande variabilidade
desse parametro. Como observado para a analise ndao-compartimental, a diferenca
de tempo de meia-vida pode ser atribuida ao maior clearance do farmaco quando

nanoencapsulado.

Relatos na literatura demonstram que o revestimento de sistemas
nanoparticulados com polietilenoglicol confere hidrofilicidade as nanoestruturas,
aumentando o tempo de circulagdo das mesmas no organismo pelo seu nao
reconhecimento pelo sistema fagocitario mononuclear (SFM) (BRIGGER et al., 2002;
HARRIS, MARTIN e MODI, 2001). O Tween 80, juntamente com PEG, favorecem o
aumento do tempo de circulagdo das nanoparticulas pelo organismo, por formarem o
que se denomina “nanocapsulas furtivas”, ou seja, nao facilmente reconhecidas pelo
SFM devido a hidrofilia conferida pelo revestimento da superficie das particulas
(FISCHER e HO, 2002; GOPPERT e MULLER, 2003). Os resultados obtidos para as
NCP e NCQP demonstram que ndao houve um aumento nesse tempo de circulagao
uma vez que estas formulacdes contendo PEG 6000 apresentaram clearances

semelhantes ao apresentado para o AV quando administrado livre.
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5.3. Penetracao Cerebral do AV

A MD é uma técnica que permite o monitoramento in situ e em tempo real do
farmaco em estudo, sem que haja maiores mudancgas fisiolégicas no local de
implantacdo da sonda de MD que, quando perfundida com liquido biologicamente
compativel como solugdo de Ringer ou fluido cerebroespinal, consegue, por
formagdo de um gradiente de concentracdo em torno da sonda semi-permeavel
implantada no tecido, que o farmaco livre difunda para a sonda e seja recolhido no
dialisado e analisado (JOHANSSEN, NEWMAN, MADDEN, 1997; SAWCHUK e
ELMQUIST, 2000).

Para possibilitar a determinacdo das reais concentragdes teciduais livres do
AV no cérebro através da MD, foi necessario determinar a taxa de recuperacao das
sondas juntamente com as condi¢gbes adequadas para velocidade de fluxo do liquido
de perfusdo. A velocidade de fluxo de perfusdo deve ser suficientemente alta para
permitir a coleta de amostra em volume adequado e em intervalos de tempo
pequenos, mas deve ser, também, suficientemente baixa para que nao provoque

mudangas ou lesbes teciduais significativas.

A taxa de recuperagéo in vitro das sondas foi determinada por duas técnicas
diferentes. Uma avaliando a perda do farmaco presente no liquido de perfusao
através da sonda inserida em solugdo de Ringer modificado isento de farmaco,
chamada de recuperacao relativa por retrodialise (RD) e a outra, avaliando o ganho
de farmaco pela sonda quando inserida em solugéo de Ringer modificado contendo
concentracdo conhecida do mesmo, chamada de recuperacao relativa por dialise
(RR).

Os resultados da calibragao in vitro sdo mostrados nas Tabelas 9 e 10 para

calibragao por perda (RD) e por ganho (RR), respectivamente.
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Tabela 9. Taxa de recuperagao das sondas de MD determinadas por recuperagao
relativa por retrodialise (RD).

Taxa de Recuperacao (%)

Conc. AV (ug/mL)

Fluxo de 0,1 0,5 1,0
perfusao (pL/min)

1,0 80,5+ 3,8 88,0+1,8 79,6 £4,9
2,0 60,6 +4,4 66,1 +2,3 61,4 +£3,0
3,0 47,8 £ 3,6 521+24 48,1+ 1,2

ANOVA, a = 0,05; experimentos realizados em triplicata.

Tabela 10. Taxa de recuperagao das sondas de MD determinadas por recuperagao
relativa por dialise (RR).

Taxa de Recuperacao (%)

Conc. AV (ug/mL)

Fluxo de 0,1 0,5 1,0
perfusao (pL/min)

1,0 78,7+4,0 84,6 +4,7 80,7 +4,0
2,0 60,4 £4,8 71,8 +£3,2 66,0 £ 6,1
3,0 47,4 £ 3,7 52,3+1,5 50,2+ 3,8

ANOVA, a = 0,05, experimentos realizados em ftriplicata.

Na Figura 15 pode-se visualizar a relagao entre a taxa de recuperagao por RD

e RR e o fluxo de perfusdo para as trés concentragdes de AV investigadas (0,1; 0,5

e 1,0 yg/mL).
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Figura 15. Determinacdo das taxas de recuperagdo das sondas de MD por
retrodialise (RD) — para as concentragdes de 0,1 (-¢-); 0,5 (-=-) e 1,0
pug/mL (- A-) para 3 velocidades de perfusdo e por didlise (RR) — para
as concentragdes de 0,1 (--0--); 0,5 (--0--) e 1,0 pg/mL (--A--) para 3
velocidades de perfuséo (experimento realizado em triplicata).

Os resultados mostram que os dois métodos de recuperacao utilizados para a
calibracdo das sondas de MD nao apresentam diferenca estatisticamente
significativa para as 3 diferentes concentracbes investigadas em uma mesma
velocidade de fluxo, nos 3 fluxos de perfusdo avaliados. Dessa forma, evidencia-se
que a recuperacao do farmaco pela sonda nao é influenciada pela concentragao do
mesmo, mas sim pelo fluxo do liquido de perfusdo, ocorrendo uma diminuicdo da

recuperacao a medida que o fluxo aumenta.

Antes do inicio dos experimentos in vivo, foi escolhida a velocidade de
perfusdo de 2,0 pL/min por apresentar uma taxa de recuperagdo in vitro de
aproximadamente 60 % e ainda permitir coletas de amostras em intervalos de tempo
de 30 min, com um volume razoavel (40 pL) e sem alterar de forma significativa o

funcionamento normal do tecido cerebral.

Como se sabe, a inser¢cao da sonda de MD é feita em biofases como tecidos
e orgaos, que nao apresentam a mesma facilidade de difusdo do farmaco para a
sonda como ocorre in vitro, devido a presenca das células. Com isso, o processo de
recuperacao é dificultado in vivo. Deve-se, portanto, avaliar a taxa de recuperacao
das sondas de MD também in vivo, visando posterior determinagao das

concentragoes livres do farmaco no local sob investigacao.
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A taxa de recuperagao in vivo foi determinada por RD, sendo a sonda
implantada no coértex frontal direito em um grupo de animais (n = 3), irrigada com
solugédo de Ringer modificado com concentragdo de 1,0 ug/mL de farmaco. A perda
de parte da concentracido do farmaco da solucdo para o tecido cerebral foi analisada
no dialisado, determinando-se uma taxa de recuperagao de 58,1 + 6,5 %. Desse
modo, pode-se concluir que a taxa de recuperagdo do AV é igual in vitro e in vivo.
Recuperagdo semelhante in vitro e in vivo foi relatada para o AV por Scism e
colaboradores (2000) em experimentos de MD cerebral em coelhos, utilizando as

mesmas metodologias de calibragao.

Multiplicando-se os valores de concentragcao tecidual livre, determinados no
dialisado da MD cerebral, pela taxa de recuperacdo meédia das sondas utilizadas, foi
possivel estimar a concentracao livre tecidual real do farmaco a cada tempo de

coleta de amostra, apds a administragdo do AV para os diferentes grupos.

Na Figura 16 pode-se visualizar os perfis médios de concentragao tecidual em
funcdo do tempo, obtidos por MD cerebral apds a administracdo do farmaco em
solugéo e nas formulagdes NCQ, NCP e NCQP na dose de 15 mg/kg i.v. bolus. Os
parametros farmacocinéticos determinados por abordagem n&o-compartimental a

partir desses perfis sdo apresentados na Tabela 11.
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Figura 16. Perfis de concentragdo tecidual livre do farmaco por tempo obtidos por
MD cerebral em ratos Wistar acordados apds administragdo i.v. do AV
livre (¢), na formulagcdo NCQ (m) e na formulagdo NCP (A) (n =7) e
NCQP () (n = 6) em uma dose equivalente a 15 mg/kg.

Tabela 11. Parametro farmacocinéticos obtidos por avaliagdo nao-compartimental
dos perfis cerebrais de valproato apds a administracdo da solugéo e das
nanocapsulas na dose de 15 mg/kg via i.v. bolus.

Parametros AV NCQ NCP NCQP
A (min-1) 0,016 + 0,004 | 0,014 +0,006 | 0,015+ 0,004 | 0,015+ 0,003
t% (min) 46,1+ 8,9 53,2+ 15,9 48,1+ 13,2 47,8 £ 9,1
ASC..(ugemL/min) 169 + 38 419 + 44° 238 + 55°° 187 + 9°°
Fator de Penetragao 0,021 0,110 0,030 0,024
MRT (min) 99,6 +4,6 114,9 + 6,9° 109,9+7,9 85,6 + 1,3*P°

®Diferenga estatistica em relagdo ao valproato sédico; °Diferenca estatistica em relacdo & NCQ,
°Diferenca estatistica em relagdo a NCP (ANOVA, a = 0,05 % seguida de Tukey). Fator de
Penetragédo = ASCy.. livre tec/ ASCy... plasma total.

Observando-se a Figura 16 pode-se visualizar uma marcada diferenga entre
as concentracdes teciduais livres obtidas pelo farmaco quando administrado em
solucdo e quando administrado nanoencapsulado na formulagdes NCQ e NCP.
Esses resultados demonstram a viabilidade de utilizacdo de nanocapsulas
revestidas por quitosana ou polietilenoglicol 6000 como vetorizadores do AV para o

tecido cerebral.
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A ASCy.. apresentou-se significativamente maior para a formulagdo NCQ
(419 £ 44 pgemL/min), sendo aproximadamente duas vezes maior do que para o
grupo AV (169 + 38 pgemL/min) e para NCQP (187 £ 12 pg*mL/min). Com relacao a
formulacao NCP esse valor se apresentou aproximadamente 1,5 vezes maior (238 +
55 pgemL/min) em relagdo ao farmaco em solugao (grupo controle) e em relagdo a
NCQP. A penetracado cerebral, obtida pela relacdo ASCy... livre cerebral / ASCy.«
plasma total, mostrou uma penetracdo 5 vezes maior para o AV quando na
formulagdo NCQ e 1,7 vezes maior quando na formulagcdo NCP do que quando em
solugdo. A formulagdo NCQP néo alterou de modo relevante a penetragédo cerebral
do AV.

Outra constatacido feita a partir dos resultados apresentados refere-se ao
tempo de residéncia médio (MRT) do farmaco no tecido cerebral. A analise
estatistica mostrou diferencas estatisticamente significativas para esse parametro
quando se compara o grupo NCQ com os grupos AV e NCQP, revelando um MRT
maior para o farmaco em NCQ (114,9 £ 6,9 min) e, ligeiramente maior, mas sem
diferenca estatisticamente significativa, em comparagcédo com NCP (109,9 + 7,9 min).
Esse resultado, indica que o farmaco, quando veiculado em NCQ, apresenta uma
tendéncia a permanecer no local de agdo por mais tempo, o que em hipotese
indicaria, ndo s6 um aumento efetivo das concentracdes alcancadas no SNC, mas

também um tempo maior de acdo do farmaco.

A diferenca observada entre os perfis médios de concentragao tecidual livre
do farmaco pode ser explicada em partes, por trabalhos anteriores descritos na
literatura. Com relagdo a formulagdo NCQ, Artursson e colaboradoradores (1994)
comprovaram, em um estudo in vitro utilizando cultura de células Caco-2, que a
quitosana facilita a passagem de compostos polares pela BHE por interagdo com o
acido sialico da glicoproteina-P, tornando-a temporariamente inativa e, dessa forma,
produzindo uma rapida abertura de passagem pelas células da barreira. Cabe
ressaltar que o potencial zeta positivo também favorece a bioadesividade do sistema
nanoparticulado (CALVO et al., 2005; De CAMPOS et al., 2003).

No que se refere as formulagdes contendo PEG, estudos relatados na

literatura demonstram que esse polimero, quando apresenta cadeia longa, pode
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facilitar o processo de passagem de substancias para o tecido cerebral por relaxar,
de forma temporaria, a jungédo das células epiteliais que formam a BHE, diminuindo
a conduténcia elétrica normal que as mantém unidas (LOHMANN et al., 2002;
CALVO et al., 2001). Ainda, a presenga do tensoativo hidrofilico Tween 80° favorece
a passagem de substancias pela BHE por rompimento parcial da mesma (BRIGGER
et al., 2002; HARRIS, MARTIN e MODI, 2001).

Dessa forma, os resultados apresentados corroboram a hipétese de que, no
caso do revestimento com quitosana, o processo de interagdo com a BHE esteja
facilitando a manutencdo de maiores concentracbes teciduais e também
aumentando o tempo de permanéncia do farmaco nesse local. Com relacdo ao
revestimento com PEG 6000 pode-se inferir que o polimero tenha facilitado o

processo de passagem do farmaco, aumentando sua penetragao cerebral.

Com relagdo a formulacdo NCQP, pode-se observar que nao houve
efetivamente uma interagao entre quitosana e PEG, o que levou a um aumento nao
significativo nas concentracbes cerebrais livres do AV, muito embora essas
concentracbes fossem inicialmente maiores que as alcangadas pelo farmaco
administrado em solucdo. Para explicar esse resultado ndo satisfatério pode se
aventar a hipdtese de nao efetividade quando da utilizagdo conjunta dos
revestimentos de quitosana e PEG 6000 pela diminuicdo a metade das
concentracdes utilizadas desse polimeros quando utilizados separadamente nas
formulagdes NCQ e NCP. Outro fator que pode ter contribuido para esta ineficacia é
a negatividade e proximidade a zero do potencial zeta alcangado (-2,8 mV), néo
empregando a formulagdo caracteristicas de mucoadesividade e, em hipotese,

impossibilitando uma interagcdo com a PgP da BHE.

Nao foi realizada a fotomicrografia da formulacdo NCQP, pois esta foi
descartada apds a realizacdo dos experimentos farmacocinéticos de plasma e tecido

cerebral.
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5.4 Anadlise da Funcao Hepatica e Renal

Para a avaliagdo da fungdo hepatica seguiu-se o tratamento conforme
descrito em 4.3.5 no capitulo de materiais e métodos para a metodologia adaptada
de Natarajan e colaboradores (2006). Onde foram avaliadas as formulagdes obtidas
(NCQ e NCP) sendo avaliados também animais que receberam solu¢do salina como
tratamento (controle negativo) e uma formulagdo sem a presencga do farmaco e sem
os revestimentos utilizados (formulagdo Branco) com os animais recebendo um
volume de administragao igual aos grupos das formulag¢des. Ainda, outro grupo de
animais recebeu uma dose do farmaco em estudo, na forma de solugcdo, na mesma
concentragdo e volume dos grupos anteriores. E importante lembrar que a dose
diaria administrada (60 mg/kg) € a dose maxima alcangada devido a concentragao
do farmaco nas formulagdes obtidas (5 mg/mL) e devido a limitagdo do volume de

administragao.

Cabe ressaltar que, assim como nao foi realizada a fotomicrografia da
formulagcdo NCQP, por esta ser descartada pelos resultados de caracterizagéo
fisico-quimica e pela ineficiéncia de aumentar significativamente as concentragdes
do farmaco livre no tecido cerebral, também esta n&o foi avaliada na analise da

funcao hepatica. Os resultados da analise bioquimica estao listados na Tabela 12.

Tabela 12. Analise bioquimica da funcdo hepatica apés a administracao de AV em
solugédo e nanoencapsulado pela via i.v. bolus em dose equivalente de
30 mg/kg, solugao salina e formulagao branca a cada 12h.

Tratamento
Salina Branco AV NCQ NCP
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
Bioquimica
ALT (UI/L) 82,2+9,2 66,9 + 4,3 69,0+ 12,4°° | 542+11,2° | 749+46°
AST (UIL) 302 + 53 277 + 42 281 + 56 266 + 82 285 + 46
GGT (UIIL) 1,77 £ 1,51 0,82+ 0,57 1,56 + 0,90 1,42+067 | 1,25+0,43
FAL (UI/L) 296 + 50 276 + 83° 270 + 36*° 149 + 26° 241 + 47°
CRE (mg/dL) 0,37 £0,04° | 0,33+0,02° 0,35+ 0,02° 0,53+0,14 | 0,32+0,04°
Uréia (mg/dL) 49,9+ 51" 49,4 +54° 44,6 +3,7° 80,2+26,1 | 46,8+10,2°

2 Diferenca estatistica em relacdo a salina, ° Diferenca estatistica em relagdo a NCQ (ANOVA, a =

0,05 %;

seguida de Student Newman Keuls). ALT (alanina aminotransferase); AST (aspartato

aminotransferase); FAL (fosfatase alcalina); GGT (gama glutamiltransferase); CRE (creatinina).
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Os resultados encontrados na analise bioquimica dos marcadores
enzimaticos para a fungédo hepatica demonstraram, apds uma avaliagao estatistica,
que os valores determinados de ALT para o grupo em tratamento com NCQ (54,2 +
11,2 UI/L) apresentou diferenga estatisticamente significativa em relagdo aos grupos
AV (69,0 + 12,4 UI/L), Salina (82,2 + 9,2 UI/L) e NCP (74,9 + 4,6 UI/L) o que pode,
em hipotese, demonstrar um efeito hepatoprotetor em relacdo a manutengao de
niveis desta enzima abaixo dos niveis encontrados para os outros grupos em

estudo.

Efeito semelhante é determinado para a fosfatase alcalina (FAL), onde se
pode averiguar, apos analise estatistica dos resultados que o grupo NCQ (149 * 26
Ul/L) tem resultado estatisticamente diferente de todos os outros grupos em estudo,
demonstrando um nivel menor de expressao desta enzima. Da mesma forma que
ocorreu com a avaliagao de ALT, os niveis de FAL determinados para os animais em
estudo no grupo NCQ foram menores que os niveis encontrados, para os outros
grupos em estudo, demonstrando a possibilidade da formulagdo apresentar efeito

hepatoprotetor.

Para melhor se estabelecer uma relagdo de comparacao entre os resultados
obtidos nesse trabalho e assim, categorizar as discussdes e conclusdes sobre os
efeitos da administracdo do acido valpréico, tanto livre quanto nanoencapsulado
sobre o tecido hepatico e sobre as enzimas anteriormente citadas, faz-se importante
conhecer alguns trabalhos ja relatados na literatura que apresentam resultados que

nos servem de parametros.

Como em estudo feito por Dantas e colaboradores (2006) que determinaram
os niveis de AST, ALT, FAL, creatinina e uréia em ratos Wistar machos apos jejum
de 15 horas, sem administracdo de qualquer substancia ou veiculo a estes animais.
Ao final, os animais foram anestesiados com pentobarbital na dose de 40 mg/kg,
tendo seu sangue coletado por pungéo de veia cava inferior, objetivando estabelecer
valores de referéncia para outros estudos subsequentes. Os resultados obtidos

estao listados na Tabela 13.
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Tabela 13. Parametros fisiolégicos de ratos Wistar machos como valores de

referéncia
Parametro (unidade) Média * dp
ALT (UI/L) 51,0+ 12,3
AST (UI/L) 81,0+ 11,7
FAL (UI/L) 124,0 + 6,1
CRE (mg/dL) 0,5+ 0,07
Uréia (mg/dL) 48,0+ 7,6

Adaptado de Dantas e colaboradores, 2006.

Comparando-se os resultados do presente estudo para ALT e FAL com os
apresentados na Tabela 13 pode-se observar que somente o grupo NCQ apresentou
valores proximos aos valores basais, sendo que o0s outros grupos em estudo
apresentam valores superiores. Quanto aos niveis de AST, a comparagao
demonstra que todos os grupos em estudo apresentaram, com valores superiores
aos basais. Ja para a creatinina, pode-se observar que os valores apresentam-se
abaixo do normal para todos os grupos investigados, exceto para NCQ, em
comparagao com o relato da literatura, o mesmo ocorrendo com os niveis de uréia,

que foram duas vezes maiores apds uso de NCQ.

Esses marcadores bioquimicos da fungcdo hepatica também podem traduzir
possiveis danos causados pela utilizacdo de medicamentos de forma cronica uma
vez que esse dano pode ser hepatocelular, levando a um aumento das
transaminases (AST e ALT) ou colestatico, levando a um aumento da fosfatase
alcalina e da GGT (Espandiari et al., 2007).

Quanto aos resultados determinados para creatinina (CRE) e uréia, pode-se
observar, apds andlise estatistica, que existe uma diferenga entre NCQ (0,53 + 0,14
mg/dL) e todos os outros grupos em estudo, sendo que estes apresentaram valores
de CRE em torno de 0,35 mg/dL. Esse resultado demonstra uma possivel
diminuicdo da funcdo renal, diminuindo o clearance de creatinina, podendo
determinar uma possivel dificuldade de eliminagao dos metabdlitos do farmaco pela

via renal quando na formulagdo NCQ.
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Ja a determinagdo dos valores de uréia no soro dos animais tratados para
todos os grupos € concordante com os resultados obtidos para a creatinina. Onde
para o grupo NCQ (80,2 + 26,1 mg/dL) a diferenga apresentou-se estatisticamente
significativa em relagdo aos outros grupos que apresentaram valores de uréia
proximos a 47 mg/dL. O resultado indica que a funcdo renal pode estar
comprometida uma vez que aumentou a concentracdo de uréia no soro para 0s
animais tratados com NCQ o que tornaria dificil a eliminacdo desta substancia via

renal.

A comparacéao dos resultados obtidos no presente estudo com valores basais
de marcadores bioquimicos de ratos em condicdo de nao-manipulagdo pode, no
entanto, ser inadequada. Supde-se que o tratamento invasivo que os animais do
presente estudo foram submetidos, 2 doses i.v. diarias por 5 dias, pode causar
alteracbes em marcadores de fungao renal e hepatica. Nenhum trabalho encontrado
na literatura, no entanto, apresentou dados que permitissem comparagdo com 0s

apresentados no presente trabalho.

Na Figura 17 sao apresentados os cortes histologicos de tecido hepatico de
um animal tratado representando cada grupo investigado (n = 10), que foram feitos
visando observar o surgimento de degeneragdes gordurosas (esteatoses hepaticas)
que sao evidéncias reais do processo de toxicicidade que o acido valproico pode
apresentar quando administrado em doses altas e de forma crbnica (Natarajan et al.,
2006).

Quanto aos resultados determinados para creatinina (CRE) e uréia, pode-se
observar, apos analise estatistica, que existe uma diferenga entre NCQ (0,53 + 0,14
mg/dL) e todos os outros grupos em estudo, sendo que estes apresentaram valores
de CRE em torno de 0,35 mg/dL. Esse resultado demonstra uma possivel
diminuicdo da funcdo renal, diminuindo o clearance de creatinina, podendo
determinar uma possivel dificuldade de eliminagcdo do farmaco pela via renal quando
na formulacdo NCQ. Esse resultado ndo € corroborado nem pela avaliagao
farmacocinética ndo-compartimental quanto pela abordagem compartimental, pois
0s maiores valores de clearance foram determinados para o AV quando presente em
NCQ.
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Ja a determinagdo dos valores de uréia no soro dos animais tratados para
todos os grupos € concordante com os resultados obtidos para a creatinina. Onde
para o grupo NCQ (80,2 + 26,1 mg/dL) a diferenga apresentou-se estatisticamente
significativa em relagdo aos outros grupos que apresentaram valores de uréia
proximos a 47 mg/dL. O resultado indica que a fungdo renal pode estar
comprometida uma vez que aumentou a concentracdo de uréia no soro para 0s
animais tratados com NCQ o que tornaria dificil a eliminacdo desta substancia via

renal.
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Figura 17. Cortes histolégicos de figados de ratos tratados com a) formulagao
branca (sem presenca do farmaco ou revestimento). Os espagos que
aparecem em branco sao causados por degeneracdo gordurosa
(esteatose hepatica) em menor grau. b) solugdo salina — apresenta
esteatose microvesicular em grau mais avangado. c) valproato sodico
em solucdo, apresenta esteatose hepatica em grau mais avangado. d)
NCP. Esteatose hepatica em um grau menor. €) NCQ. Evidencia-se a
manutencdo da estrutura normal dos hepatécitos ndo apresentando
esteatose hepatica.



O surgimento de esteatoses microvesiculares em todos os grupos tratados,
exceto no grupo tratado com NCQ, pode ser explicado pelo simples processo de
estresse causado pelo tratamento invasivo utilizado nos animais (administragcao de
12h/12h via intravenosa por 5 dias consecutivos) nos animais. O estresse pode levar
a deposigcao de gordura gordura hepatica para a producao de energia e, com isso,
facilitar a formagao de degenerag¢des gordurosas no local (McGAVIN e ZACHARY,
2007). Ainda que o tratamento ndo pudesse ter sido conduzido por pelo menos sete
dias e tivéssemos uma limitacdo de dose para o farmaco, na sua forma
nanoencapsulada, os resultados demonstram uma promissora vantagem da

formulagdo NCQ em comparagao aos outros grupos estudados.

O nao surgimento de esteatose microvesicular no grupo tratado com NCQ
pode ser explicado a partir de estudo realizado por LeHoux e Grondin (1993), que
demonstrou haver um decréscimo de aporte de colesterol ao figado de ratos,
quando estes foram tratados com uma dieta hiperlipémica, conjuntamente com
quitosana em concentracédo de 7,5 %, por 7 dias consecutivos. Essa diminuicdo de
aporte lipidico poderia estar diretamente relacionada com o ndo surgimento de
tumefagdes gordurosas no grupo tratado com NCQ evidenciando um efeito

hepatoprotetor da quitosana.

Esse tipo de estresse vivenciado pelo animal pbde ter feito com que houvesse
um rapido aporte de gordura (excesso de acidos graxos) até o figado para produgao
de energia e, com isso, pode ter ocorrido a formacéo de corpos cetdnicos que
determinam o processo de formacdo de degeneracdo gordurosa e, ainda, essa
degeneragao pode ocorrer pela nédo funcionalidade de p-oxidagao mitocondrial o que
pode levar a um acumulo de acidos graxos na forma de triglicerideos e formagéao de

pequenas gotas lipidicas no citosol dos hepatdcitos (Natarajan et al., 2006).

O unico grupo em estudo (NCQ) em que os animais ndo apresentaram a
formacdo de esteatoses microvesiculares, também apresentou os melhores
resultados para a avaliagao bioquimica dos marcadores enzimaticos de fungao
hepatica, uma vez que os valores para estes apresentaram diminuidos ou de acordo
com a normalidade de seus niveis para estes animais para o grupo NCQ, com o
mesmo nao ocorrendo para os outros grupos em estudo. Esses resultados

corroboram com a possibilidade de existir o efeito hepatoprotetor da quitosana,
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diminuindo os eventuais danos causados pelo AV ou pelo tratamento em doses

repetidas, por uma via altamente invasiva e por um periodo de 5 dias.

A possibilidade da formulacédo obtida a partir do revestimento com quitosana
(NCQ) de se apresentar como uma potencial medicagcdo deve ser considerada a
partir dos resultados obtidos no presente trabalho, sendo que mais testes devem ser

feitos com esta formulagdo em escala piloto.

O conjunto de resultados da avaliagdo da hepato e nefroxicidade e
penetracao cerebral evidenciam esse potencial para a formulacdo NCQ de tornar-se
um medicamento para o tratamento da epilepsia, com vantagens terapéuticas em
relagdo a administragdo do valproato de sédio, com a possibilidade de redugao de
dose e evidente diminuicdo da hepatotoxicidade. A comprovacédo desse potencial
exige ainda, estudos pré-clinicos mais aprofundados visando avaliagdo da
formulagdo em modelos animais de epilepsia e a manutencao da atividade por
outras vias de administragdo, mais convenientes para o tratamento de doencas

cronicas.

O presente trabalho também traz como conceito o ineditismo da utilizagdo de
quitosana como revestimento para nanocapsulas e sua administracido via
intravenosa, que ainda nao € descrita na literatura especializada e demonstrando ser
possivel 0 aumento das concentragdes do farmaco em estudo no SNC, o que pode
possibilitar futuramente que outros farmacos que atuem no tecido cerebral sejam
estudados utilizando-se esse polimero como auxiliar na vetorizacdo. Também
podemos destacar que o farmaco em questdo apresenta-se como um excelente
farmaco teste na obtencdo desses sistemas nanoparticulados uma vez que per se,
ele forma o nucleo das nanocapsulas por seu carater lipofilico, sem a necessidade

de adig¢ao de veiculo oleoso.
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6. Conclusoes






e A formulacdo NCQ apresentou um tamanho de particula reduzido, com
distribuicdo de tamanho homogénea, com baixo indice de polidispersédo e pH acido,
potencial zeta positivo em fungdo da presenca de quitosana, e elevada taxa de
associacao. Na avaliacéo por retroespalhamento de luz, mostrou pequena tendéncia
a sedimentacgéo apos 24 h de analise a 40 °C, com ligeiro aumento do didametro das

particulas;

e A formulagdo NCP apresentou tamanho de particula diminuto e homogéneo,
com baixo indice de polidispersdao, pH acido e alta taxa de associacao,
demonstrando a afinidade do farmaco pelas nanocapsulas. Diferentemente da
formulacdo NCQ, a formulagcdo NCP apresentou potencial zeta negativo. Na
avaliacao por retroespalhamento de luz (24 h a 40 °C), a formulagdo NCP

demonstrou uma leve tendéncia a sedimentacéo;

e A formulacdo NCQP apresentou o maior tamanho de particula em
comparagdo com as outras duas formulacbes elaboradas e o potencial zeta
apresentou-se negativo, porém menor em mddulo do que o obtido pela formulagéo
NCP, com pH acido e alto taxa de associagdo. Na avaliagao por retroespalhamento
de luz (24 h a 40 °C), a utilizagdo de quitosana concomitantemente com PEG 6000

resultou em processos de sedimentacgao e clarificacao;

e Os perfis de concentragao plasmatica versus tempo, para o farmaco presente
na formulagdo NCQ mostraram fases de distribuicdo e eliminagdo bem definidas,
obtidos apos administragc&o intravenosa de uma dose equivalente a 15 mg/kg de AV
a ratos Wistar. Para o farmaco livre e para as formulacdes NCP e NCQP os perfis
nao demonstraram essa definicdo, mas ainda assim, o modelo aberto de dois
compartimentos foi o que melhor descreveu os perfis plasmaticos do AV em ambos

OS Casos,;

e Apds administragao intravenosa do acido valpréico (15 mg/kg) em solugao ou
na forma nanoencapsulada pode-se determinar uma diminuigao significativa na ASC
de concentragao plasmatica do farmaco em NCQ, que foi aproximadamente duas
vezes menor do que para as outras duas formulagdes investigadas ou farmaco em
solugéo, sendo o clearance do farmaco significativamente maior nessa formulagéo

(a0 = 0,05). Com relacado as outras formulagdes investigadas (NCP e NCQP), nao
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foram observadas diferencas significativas na ASC ou clearance em relacdo ao

farmaco livre.

e A avaliagdo da passagem do acido valproico através da barreira hemato-
encefalica, determinada por microdidlise em animais acordados, mostrou um
aumento de cinco vezes no fator de penetracdo cerebral do farmaco quando
incorporado em NCQ e de aproximadamente 1,7 vezes quando incorporado em NCP
em relacdo ao farmaco livre. A formulacdo de NCQP nao promoveu alteragao
significativa na penetracao cerebral do farmaco. A formulagdo NCQ também causou
aumento significativo na exposicdo cerebral do farmaco (MRT) em relagdo al

farmaco livre (a. = 0,05);

¢ A avaliagao da hepatotoxicidade realizada através da determinagao de niveis
de marcadores bioquimicos no plasma dos animais apos 5 dias de tratamento com
dose 30 mg/kg q12h, mostrou manutenc¢ao dos niveis de ALT e FAL dentro da faixa
de normalidade para o grupo NCQ, com alteracéo desses parametros para todos os
outros grupos investigados (controle salina e NCP). Em relagdo a AST e GGT nao foi
averiguada nenhuma diferenca estatistica entre os resultados obtidos para os
diferentes grupos investigados (a = 0,05), indicando um efeito hepatoprotetor da

formulacao de acido valprdico revestida com quitosana;

e Na avaliagdo histologica dos figados dos animais tratados com as
formulagdes ou o farmaco livre (5 dias de tratamento, AV 30 mg/kg q12h) observou-
se formacéo de esteatoses microvesiculares em todos os grupos tratados, exceto no
grupo que recebeu NCQ, corroborando o efeito hepatoprotetor das nanocapsulas de

acido valproico revestida com quitosana;

e O estudo mostrou a viabilidade da utilizacdo de quitosana como material de
revestimento de nanocapsulas de acido valpréico, promovendo o0 aumento da
penetracao cerebral do farmaco e a reducdo de hepatotoxicidade do mesmo,
indicando o potencial dessa formulagdo para o desenvolvimento de medicamento

para tratamento de epilepsia.
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ANEXO 1

Validagao de Metodologia Analitica em Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia para Determinagao de AV em Solugéao

A validagdo de metodologia analitica em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia foi realizada avaliando-se parametros como: Linearidade, Preciséo,

Exatidao, Limite de Quantificacao e Limite de Deteccéo.
Equipamento:

e Equipamento: Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu SCL 10Avp
sistema controlador/ LC10ADvp cromatégrafo liquido/ SIL 10ADvp Auto Injetor)
(CLAE);

e Detector de Fluorescéncia (Shimadzu RF10AXL);

e Coluna cromatografica pBondapak® C18 (125 A 10 ym) 3,9 x 300 mm (Waters®);

e Pré-coluna com material de enchimento pBondapak® C18/Corasil (37-50 um,

Waters®).
Condic¢des do cromatografo:

e Fase movel:
o Acetonitrila/tampédo acetato sédico 30 mM (70:30 v/v) com pH ajustado a
4,8 com acido acético glacial;
e Velocidade de fluxo da fase moével: 1,0 mL/min;
e Volume de injegado da amostra: 50 pL;
e Comprimento de onda de excitagdo: 325 nm;
e Comprimento de emissao: 398 nm;
e Sensibilidade do detector: média;
e Ganho do detector: 1 x
e Resposta do detector: 1x;

e Tempo de corrida do cromatograma: em média 20 min.
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O processo de validacdo foi realizado de acordo com as normas da
Resolucdo RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)® (2003)
sendo que 0 mesmo se realizou em dois dias consecutivos analisado-se 3 curvas de
calibracdo a cada dia, preparadas a partir de diferentes solugdes-maes, com
concentragdes de farmaco na matriz de 1; 2; 4; 6; 8 e 10 ug/mL e pontos controles
preparados a partir de solugdes-maes distintas aquelas utilizadas para preparo das

curvas de calibragao, nas concentracoes de 1,5; 5 e 7 ug/mL.

Nas Figuras 18, 19 e 20 podemos observar os cromatogramas de branco de
solugdo, AV na concentragdo de 4 ug/mL e avaliacdo da concentragdo de AV em
uma amostra de formulagdo (concentracdo de aproximadamente 4 pg/mL),

respectivamente.

Detector A (Ex:325nm, Em:398nm)
—— curvazptbranco

1.0
L

Retention TiFe n F1.0
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Figura 18. cromatograma obtido para a solugdo em acetonitrila (branco) contendo os
reagentes para derivatizacdo (trietilamina e 4-(Bromometil)-7-
metdxicumarina).

® Disponivel em <http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=15132&word=>
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Detector A (Ex:325nm, Em:398nm)
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Figura 19. Cromatograma obtido para a solugdo em acetonitrila da curva de
calibragdo contendo AV na concentragdo de 4 yg/mL e os reagentes
para derivatizagao (trietilamina e 4-(Bromometil)-7-metdxicumarina).

Detector A (Ex:325nm, Em:398nm)
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Figura 20. Cromatograma obtido para a solucdo em acetonitrila contendo AV na
amostra de formulagdo NCP 6000 e os reagentes para derivatizagao
(trietilamina e 4-(Bromometil)-7-metdxicumarina) — determinacéo do teor
de farmaco na formulagao.

1.1 Linearidade

Os resultados obtidos para a linearidade em termos de coeficiente de

correlacdo linear (r’) sdo mostrados juntamente com a Figura 21.
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Figura 21. média das 6 curvas de calibragdo confeccionadas para validagado de
metodologia de analise de AV em solugao de acetonitrila.

Os valores para os coeficientes de correlagdo se apresentam proximos a 1,0

0 que demonstra excelente linearidade para a metodologia adaptada e validada.
1.2. Precisao

A precisao foi avaliada para todas as curvas de calibragcao confeccionadas e
mostraram resultados dentro dos limites estabelecidos pelas normas da Resolugao
RE n° 899. Nas Tabelas 14 e 15 podemos observar os resultados de preciséo intra-
dia para o dia 1 e para o dia 2 da validacao, respectivamente, obtidos pela analise

dos pontos controle para as curvas de calibragao.

Tabela 14. Valores de precisao intra-dia - desvio padrao relativo — Dia 1.

Dia 1 Concentragao calculada
Conc.
Teédrica Curva 1 Curva 2 Curva 3 média dp dpr (%)
(ng/mL)
1,5 1,60 1,36 1,43 1,46 0,20 8,17
5,0 4,68 5,34 5,16 5,06 0,34 6,78
7,0 6,50 7,71 7,24 7,15 0,61 8,51
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Tabela 15. Valores de precisao intra-dia - desvio padrao relativo — Dia 2.

Dia 2 Concentragao calculada
Conc.
Teédrica Curva 1 Curva 2 Curva 3 média dp dpr (%)
(ng/mL)
1,5 1,55 1,38 1,63 1,52 0,13 8,47
5,0 4,93 4,84 4,75 4,84 0,09 1,35
7,0 6,59 7,25 6,96 6,93 0,33 4,82

Na tabela 16 podemos observar os valores calculados para o desvio padréo

relativo para avaliar a preciséo interdia estdo dentro dos limites determinados para

validacao de acordo com as normas da Resolug¢ao consultada.

Tabela 16. Valores de precisao inter-dia - desvio padrao relativo.

Interdia Concentragao calculada
Conc.

Teédrica Dia 1 Dia 2 média dp dpr (%)

(ng/mL)
1,5 1,46 1,52 1,49 0,04 2,56
5,0 5,06 4,84 4,95 0,16 3,17
7,0 7,15 6,93 7,04 0,15 2,21

1.3. Exatidao

Na Tabela 17 podemos observar os valores de exatiddo calculados para os

pontos controle para as curvas de calibracio.
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Tabela 17. Valores de exatidao calculados para os pontos controle das curvas de

calibracéo
Concentragao calculada (ug/mL)
Conc.

Teérica | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva média Exatidao
(ng/mL) 1 2 3 4 5 6 (%)
1,5 1,46 1,50 1,43 1,55 1,51 1,49 1,49 99,45
50 4,75 5,21 5,03 4,93 4,84 4,88 4,94 98,81
7,0 6,50 7,04 7,24 6,59 7,25 6,96 6,93 99,00

Pode-se observar que os valores calculados para exatiddo encontram-se

dentros dos limites propostos pela resolugao seguida para validagdo de metodologia

analitica.

1.4. Limite de Inferior de Quantificagédo e Limite de Detecgcao

Para os limites inferior de quantificagdo e de detec¢ao, os valores calculados

foram:

e Limite Inferior de Quantificagcdo (LIQ): 0,86 ug/mL;

e Limite de Deteccgéo (LD): 0,26 ug/mL.
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ANEXO 2

Validagao de Metodologia Analitica em Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia para Determinagao de AV em Plasma

A validagdo de metodologia analitica em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia foi realizada avaliando-se parametros como: Linearidade, Preciséo,

Exatidao, Limite de Quantificacao e Limite de Deteccéo.
Equipamento:

e Equipamento: Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu SCL 10Avp
sistema controlador/ LC10ADvp cromatégrafo liquido/ SIL 10ADvp Auto Injetor)
(CLAE);

e Detector de Fluorescéncia (Shimadzu RF10AXL);

e Coluna cromatografica pBondapak® C18 (125 A 10 ym) 3,9 x 300 mm (Waters®);

e Pré-coluna com material de enchimento pBondapak® C18/Corasil (37-50 um,

Waters®).
Condic¢des do cromatografo:

e Fase movel:
o0 Acetonitrila/tampédo acetato sédico 30 mM (70:30 v/v) com pH ajustado a
4,8 com acido acético glacial;
e Velocidade de fluxo da fase moével: 1,0 mL/min;
e Volume de injegado da amostra: 50 pL;
e Comprimento de onda de excitagdo: 325 nm;
e Comprimento de emissao: 398 nm;
e Sensibilidade do detector: alta;
e Ganho do detector: 1 x
e Resposta do detector: 1x;

e Tempo de corrida do cromatograma: em média 20 min.
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O processo de validacdo foi realizado de acordo com as normas da
Resolugdo RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)® (2003)
sendo que 0 mesmo se realizou em dois dias consecutivos analisado-se 3 curvas de
calibracdo a cada dia, preparadas a partir de diferentes solugdes-maes, com
concentragbes de farmaco na matriz de 1; 10; 25; 50; 100; 200 e 300 pg/mL e
pontos controles preparados a partir de solugbes-maes distintas aquelas utilizadas

para preparo das curvas de calibragao, nas concentragdes de 5; 75 e 250 ug/mL.

Nas Figuras 22, 23 e 24 podemos observar os cromatogramas de branco de
plasma, AV na concentragdo de 100 pg/mL e padrdo interno na concentragéo de 100
Mg/mL e avaliagdo da concentragdo de AV em uma amostra de plasma coletado em
180 min apds administracdo de farmaco e padrao interno na concentragcao de 100

pg/mL, respectivamente.

Detector A (Ex:325nm, Em:398nm)
—— (050607)branco
(0506.07)branco.dat

24 Retentionﬁme—r O F Lio

Area

0.8
'

ro.s

Volts

ro.4

0.4
8.893 2176207

10.922 1669973

0.2
'

ro.2

OJO

0.0

Figura 22. Cromatograma obtido para amostra de plasma (branco) contendo os
reagentes para derivatizacdo (trietlamina e 4-(Bromometil)-7-
metdxicumarina).

6 Disponivel em <http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=15132&word=>

112



0.8
1

0.6
1

0.4
1

Detector A (Ex:325nm, Em:398nm)
—— (04.06.07)curvavs100
(04.06.07)curvavs100.dat

Retention T F1.0
Area
| a ,

ro0.8

0.6

9.856 4744531

Volts

0.2
1

0.0
s

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes

Figura 23. cromatograma obtido para amostra de plasma da curva de calibragao
contendo AV na concentragdo de 100 ug/mL (a) e padréo interno na
concentragdo de 100 upg/mL (b) e os reagentes para derivatizagéo
(trietilamina e 4-(Bromometil)-7-metdxicumarina).

Detector A (Ex:325nm, Em:398nm)
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Figura 24. cromatograma obtido para amostra de plasma contendo AV (a) apos
administragdo de dose de 15 mg/kg e coletado aos 180 min contendo
padrao interno na concentragdo de 100 pg/mL (b) e os reagentes para

derivatizacéo (trietilamina e 4-(Bromometil)-7-metoxicumarina).
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2.1 Linearidade

Os resultados obtidos para a linearidade em termos de coeficiente de

correlacgdo linear (r*) sdo mostrados juntamente com a figura 25.

Area do Cromatograma
N

r’ — de 0,9917 a 0,9988

0 50 100 150 200 250 300 350
Concentragao (ug/mL)

Figura 25. Média das 6 curvas de calibragdo confeccionadas para validagado de
metodologia de analise de AV em plasma.

Os valores para os coeficientes de correlagdo se apresentam proximos a 1,0

0 que demonstra excelente linearidade para a metodologia adaptada e validada.

2.2. Precisao

A precisao foi avaliada para todas as curvas de calibragcao confeccionadas e
mostraram resultados dentro dos limites estabelecidos pelas normas da Resolucao
RE n° 899. Nas Tabelas 18 e 19 podemos observar os resultados de preciséo intra-
dia, para o dia 1 e para o dia 2 da validacao, respectivamente, obtidos pela analise

dos pontos controle para as curvas de calibragao.
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Tabela 18. Valores de precisao intra-dia - desvio padrao relativo — Dia 1.

Dia 1 Concentragao calculada
Conc.
Teédrica Curva 1 Curva 2 Curva 3 média dp dpr (%)
(ng/mL)
5,0 4,85 5,39 5,47 5,24 0,34 6,46
75,0 73,20 77,91 72,79 74,64 2,85 3,81
250,0 267,03 242,94 244,28 251,42 13,53 5,38
Tabela 19. Valores de precisao intra-dia - desvio padrao relativo — Dia 2.
Dia 2 Concentragao calculada
Conc.
Tedrica Curva 1 Curva 2 Curva 3 média dp dpr (%)
(ng/mL)
5,0 5,49 4,42 5,97 5,29 0,79 14,92
75,0 74,27 80,51 77,91 77,57 3,13 4,04
250,0 247,18 260,98 259,46 255,87 7,56 2,96

Na tabela 20 podemos observar os valores calculados para o desvio padrao

relativo para avaliar a preciséo interdia estdo dentro dos limites determinados para

validagao de acordo com as normas da Resolugio consultada.

Tabela 20. Valores de precisao inter-dia - desvio padrao relativo.

Interdia Concentragao calculada
Conc.

Teédrica Dia 1 Dia 2 média dp dpr (%)

(ng/mL)
5,0 5,24 5,29 5,26 0,04 0,77
75,0 74,64 77,57 76,10 2,07 2,72
250,0 251,42 255,87 253,64 3,15 1,24

2.3. Exatidao

Na Tabela 21 podemos observar os valores de exatidao calculados para os

pontos controle para as curvas de calibracio.
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Tabela 21. Valores de exatidao calculados para os pontos controle das curvas de
calibracao
Concentragao calculada (ug/mL)

Conc.

Teérica | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva | Curva média Exatidao
(ng/mL) 1 2 3 4 5 6 (%)
5,0 4,85 5,39 5,47 5,49 4,42 5,97 5,61 112,29
75,0 73,20 77,91 72,79 74,27 80,51 77,91 76,70 102,27
250,0 267,03 | 242,94 | 244,28 | 247,18 | 260,98 | 259,46 | 249,86 99,94

Pode-se observar que os valores calculados para exatiddo encontram-se

dentros dos limites propostos pela resolugao seguida para validagdo de metodologia

analitica.

2.4. Limite de Inferior de Quantificagdo e Limite de Detecg¢ao

Para os limites inferior de quantificagdo e de detec¢ao, os valores calculados

foram:

e Limite Inferior de Quantificagcdo (LIQ): 0,68 ug/mL;

e Limite de Deteccgéo (LD): 0,20 pug/mL.
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ANEXO 4

Perfis Farmacocinéticos Plasmaticos em Fungao do Tempo Individuais
Modelados pelo Programa Scientist 2.0®

4.1 Perfis individuais para ratos tratados com NCQ
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4.2 Perfis individuais para ratos tratados com NCP

109
\ Rato 1 NCP
A
o .
104 .,
] ey
10!
100 T A
101 =+ — T T —rTrTT
0 50 100 150 200
Tempo (min)
10° 4
'R Rato 3 NCP
\
10 L.
1 A A
i~ )
10" e
] ". -
100 A
w77 7 T
0 50 100 150 200
Tempo (min)
102
N Rato 5 NCP
"N
107+ A
o
A
10!
“--..\__‘ .
107 4 i
Mwmr— 77—
0 50 100 150 200
Tempo (min)

Concentragdo Plasmatica (ug/mL)

Concentragdo Plasmatica (ug/mL)

Concentragdo Plasmatica (pug/mL)

101

104

100

102

101

100

101

Rato 2 NCP

100
Tempo (min)

150

Rato 4 NCP

Rato 6 NCP

100

Tempo (min)

200

120



4.3 Perfis individuais para ratos tratados com NCQP
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4.4 Perfis individuais para ratos tratados com valproato sédico em

solugcao
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