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RESUMO

Objetivos: Sistemas nanoparticulados sao Uteis para modular a farmacocinética de
substancias. Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram o desenvolvimento
de um sistema nanovesicular (NV) inovador auto-organizado de quitosana e lecitina,
contendo miristato de isopropila (IPM) como nucleo oleoso capaz de alterar a
farmacocinética da clozapina (CZP) e do acido valpréico (VPA). Métodos: NV foram
preparadas através da mistura, utilizando Ultraturrax, de uma solucdo etandlica
contendo Lipoid S45° e IPM em uma solugdo aquosa de quitosana. As
concentracdes de quitosana (4 ou 8 mg/ml), IPM (10 e 20 mg/mL), Lipoid S45° (4 e 8
mg/ml) foram otimizadas através de um fatorial 2% que avaliou o diametro, potencial
zeta, pH, viscosidade e andlises de retroespalhamento de luz (BS) como respostas.
As nanovesiculas do sistema otimizado pela analise fatorial foi incluido a CZP. A
caracterizacao fisico-quimica dessa formulacdo (NV-CZP) foi conduzida avaliando-
se 0s mesmos parametros citados acima. A farmacocinética dessa formulagao foi
avaliada em ratos Wistar pela via i.v (5 mg/kg, CZP livre) e oral (10 mg/kg, CZP livre
e NV-CZP). Para a quantificacdo da CZP nas amostras de plasma obtidas em
tempos pré-determinados apds adminsitracdo das formulagcdées um método analitico
por CL-EM/EM foi desenvolvido e validado. O VPA também foi encapsulado nessas
nanovesiculas, nesse caso em substituicdo ao IPM, formando NV-VPA que foram
caracterizadas fisico-quimicamente. Os perfis cinéticos dessa formulacdo foram
avaliados para os seguintes grupos de animais: VPA, ratos anestesiados (G1, 4
mg/kg) e ndo-anestesiados (G2, 4 mg/kg), VPA-NV (G3, 2 mg/kg), oral 4 mg/kg VPA
(G4) e VPA-NV (G5), além da administracao intra-traqueal (i.t.) de 4 mg/kg (VPA, G6
e VPA-NV, G7). Avaliacdo nao-compartimental e compartimental dos perfis
individuais de concentracdo plasmatica da CZP e VPA foi realizada utilizando Excel®
2003 e Scientist® 2.0, respectivamente. Resultados: Os didametros das particulas no
planejamento fatorial variaram de 0.348 a 1.5 pym. O diametro foi dependente da
proporcdo de quitosana, IPM e lecitina utilizados nas formulagdes O potencial zeta
positivo (+41.3 a +50 mV) foi influenciado principalmente pela concentracdo de
quitosana. O pH de todas as formulagbdes foi acido. Os valores de viscosidade
sofreram influéncia das concentracdes de quitosana e IPM. A formulagédo otimizada



(quitosana 4 mg/mL; IPM 10 mg/mL e Lipoid S45® 8 mg/mL) foi escolhida para
encapsular a CZP. As nanovesiculas de CZP (CZP-NV 1 mg/mL) e NV brancas
apresentaram, respectivamente, tamanhos médios de 181 £ 3 nm e 470 £ 2 nm, pH
acido, potencial zeta positivo, indice de polidispersdo abaixo de 0.3 e doseamento
da CZP préximo a 100%. Apds a encapsulacao da CZP em NV, a biodisponibilidade
oral foi 24%, duas vezes superior a biodisponibilidade da CZP livre (9%). Aumento
na meia-vida foi observado para a CZP-NV (4.32 + 1.33 h) em relagdo a CZP livre
(2.28 £ 0.69 h), devido a uma diminuicao da depuracao plasmatica. No estudo com
VPA, o tamanho médio, potencial zeta e pH para VPA-NV (5 mg/mL) e NV brancas
foram333+1.5nme 131 1 nm;25.6 +0.8 mVe +13.4 +1.7mV; 2.69 £0.02 ¢ 2.71
+ 0.08, respectivamente. Os perfis plasmaticos dos grupos G1, G2, G3 declinaram
de forma bi-exponencial. A depuracado plasmatica e o volume de distribuicdo no
steady-state do G5 diminuiram significativamente e na mesma propor¢cao em relagao
ao G4. A meia-vida nao se alterou para o0 G4 e G5. O pico de concentracao
plasmatica (Cmax) foi significativamente maior para G7 do que para G6 e o tempo
para alcancgar o pico (tmax) foi menor para o G6. A depuracao plasmatica e o volume
de distribuicdo no steady-state do G7 diminuiram significativamente e na mesma
propor¢ao em relacdo ao grupo G6, ndo implicando em alteragdo na meia-vida do
farmaco. Conclusées: Neste trabalho, um novo nanossistema vesicular foi
desenvolvido e biologicamente avaliado. As nanovesiculas mostraram-se Uteis para
melhor os parémetros farmacocinéticos do VPA e da CZP, principalmente a
biodisponibilidade oral, sendo promissoras para diferentes aplicacées biologicas e
tecnoldgicas.

Palavras-chaves: nanovesiculas auto-organizadas, clozapina, acido valproico,

ndcleo oleoso, avaliacao farmacocinética



ABSTRACT

Development, physico-chemical characterization and pharmacokinetic
evaluation of self-assembly chitosan nanoparticules

Objectives: Nanoparticles (NP) are useful to modulate the pharmacokinetics (PK) of
drugs. The aim of this study was to develop innovative self-assembly nanovesicles
(NV) constituted of chitosan and lecithin with isopropyl myristate (IPM) as oil core,
able to modify the PK plasma profile of clozapine (CZP) and valproic acid (VPA).
Methods: The NV were obtained by injecting 4 mL of an ethanolic phase containing
Lipoid S45® and IPM into 46 ml of a chitosan aqueous solution followed by
Ultraturrax homogenization. The concentrations of chitosan (4 and 8 mg/mL), IPM
(10 e 20 mg/mL) and Lipoid S45® (4 and 8 mg/mL) were optimized using a 2° factorial
design. The responses evaluated were particle size, zeta potential, pH, viscosity and
backscattering (BS) analysis. The optimized formulation (F2) was choosed to
encapsulate CZP. The PK in rats was evaluated after i.v. (6 mg/kg, free CZP) and
oral (10 mg/kg, free and NV-CZP) administration. A LC-MS/MS method was
developed and validated for CZP quantification in rat plasma. VPA was also
incorporate into the NV in this case replacing IPM by the drug. The NV-VPA physico-
chemical characterization and plasma PK was evaluated. The groups for PK
investigation were: VPA unconscious rat (G1, 4 mg/kg) and conscious rat (G2, 4
mg/kg), VPA-NV (G3, 2 mg/kg), oral 4 mg/kg dosing of VPA (G4) and VPA-NV (G5)
and intratracheal (i.t.) 4 mg/kg VPA (G6) and VPA-NV (G7) administration. Non-
compartmental and compartmental analyses were performed using Excel® 2003 and
Scientist® 2.0, respectively. Results: The particle size ranged 0.348 to 1.5 um. This
response was dependent on the proportion of chitosan, IPM, and Lipoid S45° used.
The analysis of laser diffractometry showed only one particle size population for all
formulations, mainly below 1 um. The zeta potential was strongly positive (+41.3 to
+50 mV) and it was influenced by chitosan, mainly. The formulations pH was acid.
The viscosity was dependent on chitosan and IPM concentration. The F; (chitosan 4
mg/mL; IPM 10 mg/mL and Lipoid S45® 8 mg/mL) was choosed to incorporate CZP.
The CZP-NV (1 mg/mL) and blank-NV (unloaded) presented mean particle sizes of
181 £ 3 nm and 470 + 2 nm, respectively, acid pH, positive zeta potentials, PDI below
0.3 and drug content close to 100%. CZP oral bioavailability after encapsulation into
NV was 24%, twice the oral value observed for CZP in solution (9%). An increase in



half-life was observed for CZP-NV (4.32 + 1.33 h) in relation to free CZP (2.28 = 0.68
h), due to the decrease in total clearance (a = 0.05). In the study with VPA, the mean
diameter, zeta potential and pH of VPA-NV (5 mg/mL) and blank-NV were 333 +1.5
nm and 131 1 nm; 25.6 £ 0.8 mV and +13.4 + 1.7 mV; 2.69 + 0.02 and 2.71 £ 0.08,
respectively. The plasma profiles of G1, G2, and G3 declined in a bi-exponential
fashion. G5 total clearance and volume of distribution at steady state were
significantly decreased in relation to G4 (o = 0.05) and the half-life was not altered.
The peak plasma concentration (Cmax) was significantly higher in the G7 group than
G6, and the peak time (tmax) took place earlier after administration of G6. G7
clearance and volume of distribution at steady state were both significantly
decreased in the same proportion in relation to G6 (o = 0.05), not altering the half-
life. Conclusions: In this work a new nanovesicular system was developed and
biologically evaluated. The system showed to be useful to improve VPA and CZP
pharmacokinetics. The nanovesicles have potential for application for different
biological and technological uses.

Key-words: Oil core self-organized chitosan nanovesicles, clozapine, valproic acid,
and pharmacokinetic evaluation

xii



LISTA DE ABREVIATURAS

AUC,... = area under the curve

BS = backscattering profiles

CLot = total plasma clearance

Cmax= peak plasma concentration

CYP = citocrome P450

CZP = clozapine

CZP-NV = clozapine-loaded nanovesicles

Fabs = bioavailability

G1 = unconscious rat group, VPA 4 mg/kg, intravenous route
G2 = conscious rat group, VPA 4 mg/kg, intravenous route
G3 = conscious rat group, VPA 2 mg/kg, intravenous route
G4 = conscious rat group, VPA 4 mg/kg, oral route

G5 = conscious rat group, VPA 4 mg/kg, oral route

G6 = unconscious rat group, VPA 4 mg/kg, intratracheal route
G7 = unconscious rat group, VPA 4 mg/kg, intratracheal route
IPM = isopropyl myristate

IS = internal standard

Ke = elimination rate constant

MRT = mean residence time

NV = nanovesicules

NV-VPA= valproic acid-loaded nanovesicles

T1/2 = half-life

TEM = transmission electron microscopy

tmax= time do reach peak plasma concentration



Vdgs = volume of distribuition at steady state
VPA = valproic acid

X1 = chitosan

Xo = isopropyl myristate

X3 = Lipoid S45°
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1 INTRODUCAO







O advento da nanotecnologia tem tornado possivel melhorar a terapia de inUmeras
doencas, em muitos casos, pela alteracao no perfil farmacocinético. Caracteristicas
dos sistemas como composicao, tamanho, nucleo oleoso, carga e modificacdes na
superficie, sdo capazes de alterar a absorcdo, biodistribuicdo e clearance de
farmacos veiculados em sistemas nanoparticulados (ALEXIS et al., 2008).

A quitosana é um polimero catiénico natural, biocompativel e biodegradavel,
caracteristicas essas atraentes para a sua utilizacdo em sistemas de vetorizagdo de
farmacos. Associado a sistemas nanoparticulados, a quitosana tem se mostrado
adequada para controlar a liberagdo de farmacos, produzir sistemas
muco/bioadesivos, melhorar a absorcao e alterar as caracteristicas de biodistribuicdo
de farmacos veiculados nesses sistemas (SARMENTO et al., 2007; KADIYALAA et
al., 2010).

Dentre os métodos utilizados para a preparacao de nanoparticulas de
quitosana, destaca-se o método de auto-organizacédo, o qual gera nanoparticulas a
partir da interacao eletrostatica entre a quitosana (carga positiva) e outra substancia
com carga negativa (SONVICO et al., 2006; HAFNER et al., 2009). Nesse método, é
possivel preparar nanoparticulas com alto teor de quitosana, de forma rapida e com
possibilidade de escalonamento industrial. Entretanto, os sistemas descritos na
literatura obtidos a partir deste método sao matriciais, ndo agregando as vantagens
de um sistema vesicular, como a melhor encapsulacéo de farmacos, o controle da
liberacao e a alteracédo da interacdo dos mesmos em meios biolégicos (GUTERRES
et al., 1995; RAFFIN et al., 2003; CRUZ et al., 2006; CATTANI et al., 2008; HAAS et
al., 2009; CATTANI et al., 2010).

A clozapina é um antipsicotico atipico efetivo no tratamento da psicose em
pacientes esquizofrénicos que nao respondem aos neurolépticos convencionais, ou
seja, em casos de esquizofrenia refrataria. A sua limitacdo na pratica clinica se deve
a seus efeitos adversos, especialmente a agranulocitose, possivelmente causada
por metabdlitos reativos que atacam células da medula 6ssea (LIU & UTRECHT,
1995; GASZNER et al, 2002). Além disso, o elevado metabolismo de primeira
passagem € a causa da baixa biodisponibilidade do farmaco (abaixo de 50%) e da
alta variabilidade interindividual (cerca de 130%) (MASELIS et al., 2000; MAURI et



al., 2007; CORRELL, 2010). Nesse sentido, a literatura relata a preparacado de
sistemas lipidicos com o intuito de elevar a biodisponibilidade e contornar a
limitagdes clinicas desse farmaco (VENKATESWARLU & MANJUNATH, 2004;
MANJUNATH & VENKATESWARLU, 2005), mas sistemas contendo quitosana nao

foram descritos na literatura até o momento.

O &cido valprdico apresenta amplo espectro de agdo no tratamento de
epilepsia, sendo efetivo contra muitos tipos de crises epiléticas, como crises
generalizadas, parciais e de auséncia (OWENS & NEMEROFF, 2003; ABEND &
DLUGOS, 2008). O seu mecanismo de acao se deve a interferéncia na
neurotransmissao GABAérgica. Além disso, estudos recentes apontam o acido
valprdico como uma nova alternativa no tratamento de tumores sélidos, assim como
leucemia mieldide, uma vez que o farmaco é um inibidor de histonas deacetilases,
interferindo no mecanismo de transcricdo génica das células tumorais (PEREZ-
PLASENCIA & DUENAS-GONZALES, 2006; BATTY, 2009; BLABETA et al., 2009).
Limitacbes na sua utilizagdo devem-se especialmente a sua hepatoxicidade, que
pode ser fatal (NEUMAN et al., 2001; ABEND & DLUGOS, 2008). Recentemente,
nosso grupo de pesquisa avaliou a penetracdo cerebral de nanocapsulas
poliméricas de poli (E-caprolactona) revestidas com quitosana, através da técnica de
microdidlise, e observou concentragdes de acido valpréico significativamente
superiores para a formulagao contendo o polimero catibnico em relacdo ao farmaco
livre (FREDDO, 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho visa o desenvolvimento e
caracterizagcdo de nanovesiculas auto-organizadas de quitosana e lecitina, como
veiculos para a modulacao de caracteristicas farmacocinéticas de farmacos, sendo
escolhidos a clozapina e o acido valpréico.



2 OBJETIVOS







2.1 Objetivos gerais
Desenvolver formulacdo nanoparticulada inovadora a base de quitosana,

capaz de alterar os parametros farmacocinéticos da clozapina e do acido valpréico.

2.2 Objetivos especificos
e Desenvolver e otimizar, através de um delineamento fatorial, um
sistema nanoparticulado com nucleo oleoso inovador, a partir da

interagéo de quitosana e lecitina;

b

e Incorporar clozapina a formulacdo otimizada e proceder a
caracterizagao fisico-quimica (distribuicdo de tamanho de particula,
indice de polidispersdo, potencial zeta, pH, retroespalhamento de luz,

microscopia eletrénica de transmissao e doseamento;

e Desenvolver e validar um método para quantificacao da clozapina em
plasma de ratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas em tandem (CLAE-EM/EM);

e Avaliar comparativamente a farmacocinética da clozapina livre,
administrada pelas vias i.v. (5 mg/kg) e oral (10 mg/kg), com a
clozapina nanoencapsulada, administrada pela via oral (10 mg/kg), a
ratos Wistar;

e Otimizar uma formulagdo auto-organizada com &cido valproico e
proceder a caracterizacao fisico-quimica (distribuicdo de tamanhos de
particula, SPAM, potencial zeta, pH, retroespalhamento de luz,

microscopia eletrénica de transmissao e doseamento;

e Avaliar a farmacocinética plasmatica do &cido valprdico apds a
administracdo do farmaco livre ou nanoencapsulado por via oral e

pulmonar.






3 REVISAO DA LITERATURA







3.1 Quitosana e Nanotecnologia

A quitosana é um polimero catidnico, especificamente um polissacarideo
formado por unidades N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina (Figura 1), obtido a
partir da desacetilacdo da quitina presente no exoesqueleto de crustaceos (ROWE et
al., 2000). A quitosana tem despertado a atencdo de pesquisadores em fungédo de
suas caracteristicas fisico-quimicas, biolégicas e toxicolégicas (NAGPAL et al., 2011;
HEJAZI & AMIJI, 2003; KOJIMA et al., 2004).

CH,OH CH,OH ~— | CH,OH
O 'e] o OH
OH O OH OH
) N
NH, NH; _ |n NI,

Figura 1. Estrutura da Quitosana

A quitosana tem caracteristica policatibnica em virtude da presenca de
numerosos grupamentos amino (Figura 1), conferindo um pKa = 6,5 ao polimero. Os
grupamentos amino tornam-se positivamente carregados em pH &cido,
possibilitando a solubilizagdo do polimero em solugdes contendo acidos fracos
(HEJAZI & AMIJI, 2003), mas insolubilidade em solventes orgénicos.

O grau de desacetilacao refere-se ao conteudo de grupamentos amina livres
e afeta a solubilidade, hidrofilicidade e as caracteristicas de atracao eletrostatica
com polidnions (HEJAZI & AMIJI, 2003), assim influenciando nos métodos de
preparacao de micro e nanoparticulas com quitosana. Polimeros com baixo grau de
desacetilagao estédo relacionados a maior toxicidade, enquanto que altos valores de
desacetilagdo (em torno de 85%) conferem menor toxicidade. Em ambas as
situagdes, a quitosana atua como um promotor de permeagao. Outra caracteristica
importante da quitosana € o peso molecular, o qual influencia diretamente na

viscosidade da solucado aquosa formada (NAGPAL et al., 2011).
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A quitosana € um biopolimero de baixo custo e baixa toxicidade. Em ratos, a
DLso foi superior a 1500 mg/kg pela via oral e 3000 mg/kg apds a administracao da
mesma pela via intraperitoneal. Entretanto, seu uso é restrito a vias ndo-parenterais
(BALDRICK, 2009). Apesar da procedéncia da quitosana, a partir da fibra de
crustaceo, a relacdo com alergias atribuidas a sua origem nao esta clara.
MUZZARELLI (2010) ressalta que, uma vez que a quitosana passa por um processo
de purificagdo, ela ndo é mais considerada como um derivado do camarao, pois 0s
procedimentos de obtencao retiram proteinas, lipidios e outros contaminantes da
matéria bruta, reduzindo o seu potencial alergénico. Deste modo, o polimero
purificado poderia ser classificado como um produto quimico, independente de sua

origem.

Uma das caracteristicas que deve ser observada em relagdo a composicao
de novas formas farmacéuticas é a biodegradabilidade e biocompatibilidade dos
constituintes. A quitosana é biodegradada pela lisozima gerando compostos
aminados atoxicos, nao-imunogénicos € nao carcinogénicos, que Sao
completamente eliminados pelo organismo (BALDRICK, 2009; KEAN & THANOU,
2010). E possivel justificar a biocompatibilidade através das inimeras aplicacdes da
quitosana, tanto no ramo farmacéutico quanto médico, como por exemplo, na
preparagdo de membranas artificiais, implantes ésseos, como curativos em feridas e
em oftalmologia (WANG et al., 2011).

Além da sua utilizacdo como excipiente em formulacdes farmacéuticas,
varias propriedades biolégicas tem sido atribuidas a quitosana, aumentando o seu
espectro de utilizacdo em diferentes areas do conhecimento. A quitosana tem se
mostrado ativa contra diferentes bactérias, entre elas Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiella pneumonia (RABEA et al, 2003; WANG et al., 2011). Em
virtude da capacidade de formacéao de filmes, tem-se estudado a sua aplicagdo em
curativos para queimaduras (KOJIMA et al., 2004).

Na tecnologia farmacéutica, a quitosana vem sendo associada a sistemas
nanoparticulados com os objetivos de controlar a liberagdo de farmacos, produzir
sistemas muco/bioadesivos, melhorar a absor¢cdo de farmacos, como peptideos e
proteinas, e alterar as caracteristicas de biodistribuicdo de farmacos veiculados
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nesses sistemas (SARMENTO et al, 2007; KADIYALAA et al, 2010). As
caracteristicas apresentadas anteriormente tornam a quitosana um polimero

interessante e versatil para a preparagao de micro e nanoparticulas.

Nanocapsulas sado nanoparticulas especificas, na forma de vesiculas
recobertas por um polimero, estabilizadas por tensoativos. Esses sistemas tém sido
aplicados para a nanonoencapsulacdo de farmacos com diferentes propoésitos, tais
como: a protecdo contra a inativagdo no estdbmago, a prote¢cdo da mucosa contra a
toxicidade (GUTERRES et al, 1995; RAFFIN et al., 2003), a melhora no indice
terapéutico de farmacos (RODRIGUES et al., 1994; DURAND et al., 1997; HAAS et
al., 2009), melhora do efeito farmacologico (SCHAFFAZICK et al.; 2008; BERNARDI
et al.,, 2009), o controle da liberacdo (CRUZ et al., 2006) e a reducédo de efeitos
adversos. Farmacos veiculados em sistemas nanoparticulados podem ter seu tempo
de meia-vida alterado (LIM et al, 2009), seu perfil de biodisponibilidade aumentado
(SONAJE et al., 2010), além de alteragdes no perfil de distribuicao tecidual (HAAS et
al., 2009).

Desta forma, a preparacdo de nanoparticulas de quitosana une as
caracteristicas de carga catidnica, de biodegradabilidade, de biocompatibilidade e de
mucoadesividade da quitosana com a versatilidade da vetorizacdo tecidual, do
aumento da area superficial e do controle de tamanho, caracteristico dos sistemas
nanoparticulados, visando modular caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos que
possam interferir nos processos de absor¢cdo e disposicao de farmacos no

organismo.

3.2 Modulacao da farmacocinética por sistemas contendo quitosana

A nanotecnologia oferece vantagens em comparacdo com a administracao
do farmaco livre, como a melhora do perfil farmacocinético. A partir de diferentes
matérias-primas e organizagao dos sistemas, torna-se possivel controlar a absorcao
e a distribuicao tecidual de farmacos deficientes nessas caracteristicas, tendo como
consequéncia a potencializacdo dos efeitos terapéuticos e a redugado da toxicidade.

Dentre as matérias-primas utilizadas com esses propésitos para a preparagdao de
13



sistemas nanoparticulados, cujas caracteristicas que a tornam interessante estdo

destacadas acima, ressalta-se a quitosana.

FREDDO (2009) avaliou a penetracao cerebral, através de microdialise, de
nanocapsulas de poli-(¢-caprolactona) revestidas com polietilenoglicol 6000 (NC-
PEG) ou quitosana (NC-QTS) para carrear o acido valproico. Os sistemas foram
preparados pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado e
apresentaram didametros médios na faixa de 120 a 140 nm. Os perfis plasmaticos
obtidos apds a administracdo da dose de 15 mg/kg i.v. bolus a ratos revelaram um
aumento do clearence para o farmaco carreado pela formulacdo NC-QTS (0,284 +
0,156 L/h/kg) em comparacdo com o acido valproico livre (0,117 £ 0,047 L/h/kg) e
em NC-PEG (0,109 + 0,011 L/h/kg). A avaliacao da fracao livre tecidual, entretanto,
demonstrou um aumento do fator de penetracdo cerebral do farmaco para a
formulacdo com maior clearance plasmatico (fator de penetracéo cerebral de 0,102),
enquanto que o farmaco livre e carreado em NC-PEG obtiveram fatores inferiores
(0,019 e 0,033, respectivamente), demonstrando a capacidade do polimero catidénico
em alterar a distribuicao tecidual do farmaco nanoencapsulado.

Nanoparticulas promissoras de quitosana contendo tacrina foram
desenvolvidas para o tratamento de Alzheimer por WILSON e colaboradores (2010).
Os autores utilizaram o método de emulsificacdao espontdnea para a preparacao
desses sistemas, os quais foram revestidos ou ndo com polissorbato 80. O perfil de
biodistribuicdo do farmaco livre e nanoencapsulado foi tracado apés a administracao
da dose de 1 mg/kg i.v. do farmaco. Altas concentragdes de tacrina foram obtidas
nos tecidos altamente irrigados, como figado, baco e pulmdes apds a administracao
das nanoparticulas. O acumulo do farmaco foi reduzido no figado e no baco apés a
administracao de nanoparticulas revestidas com 1% de polissorbato 80, sustentando
a hipo6tese de diminuicdo da opsonizacado apds o revestimento, o que aumenta o
tempo de residéncia do farmaco no organismo, e consequentemente, maiores
concentracdes cerebrais, uma vez que a tacrina apresenta boa permeabilidade

através da barreira hemato-encefalica.

Nanoparticulas de quitosana preparadas por reticulacdo com tripolifosfato
foram desenvolvidas para a encapsulacdo de catequina e epigalocatequina,
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substancias com baixa absorcdo, entretanto, alta atividade cardio e neuroprotetora
(DUBE et al., 2010). A avaliacao do transporte desses flavondides pela membrana
intestinal do jejuno de camundongos foi realizada com auxilio de Camara de Ussig.
A absorcao de epigalocatequina foi aumentada apds 2 horas de experimento, uma
vez que a quantidade acumulada no compartimento receptor foi de 102,7 + 12.4 e
57,9 + 7,9 ng/cm? para o composto nanoencapsulado e livre, respectivamente.
Segundo os autores, a justificativa para os resultados obtidos é o aumento do
transporte paracelular e transcelular dos flavonoides propiciado pela quitosana,
embora, experimentos realizados com manitol marcado com C'* ndo evidenciaram
aumento nesse transporte. Portanto, os resultados poderiam ser atribuidos a
bioadesdo causada pela quitosana e a estabilizacdo das catequinas apds a
encapsulacao. Para confirmacao dessas hipoteses, estudos posteriores devem ser

conduzidos.

A insulina € uma proteina com pobre solubilidade em agua e facil
degradacdao no trato gastrintestinal, sendo utii como farmaco modelo para o
desenvolvimento de novos sistemas visando um aumento da biodisponibilidade oral.
MAKHLOF e colaboradores (2011) buscaram desenvolver nanoparticulas de
quitosana pH-sensivel, caracteristica essa atribuida pelo ftalato de
hidroximetilcelulose incorporado na formulacéo, para a veiculagdo de insulina. Os
sistemas foram desenvolvidos pelo método de complexagdo com polieletrélitos e
apresentaram diametro médio de 255 nm e potencial zeta positivo. Apds a marcacao
das particulas com uma substancia fluorescente, as mesmas foram administradas a
ratos visando avaliar a distribuicdo intestinal das mesmas. A fluorescéncia emitida
indicou maior intensidade no ileo, comprovando a mucoadesividade da particula de
quitosana, uma vez que este é o segmento intestinal em que ha maior espessura de
camada de muco para adesdo das nanoparticulas. Além da adicional protegdo em
meio acido proporcionada pelas particulas pH-sensivel descritas nesse estudo, a
sua administragdo oral a ratos diabéticos demonstrou uma diminuicdo persistente
dos niveis de glicose em comparacao com a administracao da solu¢do de insulina,

corroborando os estudos de farmacocinética realizados em ratos.

O método de gelatinizagdo ionotropica foi escolhido por SONAJE e

colaboradores (2010) para a encapsulacdo do complexo insulina-aspartato em
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nanoparticulas de quitosana e acido poli(Y-acido glutamico). A utilizagdo de cultura
de células Caco-2 evidenciou a abertura transitéria e reversivel das tigh junctions
entre as células devido a presenca da quistosana na formulagao, o que permitiu o
transporte de insulina-aspartato através da membrana. Nesse mesmo estudo, a
marcacdo da quitosana com **™Tc e da insulina com | permitiu visualizar, através
de tomografia computadorizada com emissao de fotons, diferengas na distribuicéao,
pois o farmaco foi efetivamente liberado na circulagdo, enquanto os carreadores

permaneceram retidos no limen intestinal.

Nanoparticulas de policianoacrilatos revestidas com quitosana tiolada,
preparadas pelo método de polimerizagdo radicalar, foram desenvolvidas como
estratégia para melhorar a absorcao oral de docetaxel, um quimioterapico (SAREMI
et al, 2011). A utlizacdo de fluoresceina possibilitou a visualizagdo das
nanoparticulas no interior de células de cultura do tipo Caco-2, 2 horas apo6s a
incubacao. Utilizando o método de saco intestinal invertido, os autores observaram
aumento do transporte do farmaco nanoencapsulado em comparagdo com o
farmaco livre, 2 horas ap6s o inicio do experimento. Com base nesses resultados, foi
possivel demonstrar que as nanoparticulas de quitosana tiolada foram bioadesivas,
proporcionando um aumento do transporte de docetaxel em relagdo ao farmaco livre,
pelo aumento do transporte do farmaco em funcéo da abertura das tight junctions e

inibicao da proteina de efluxo P-gP.

Nanoesferas de quitosana contendo o antineoplasico mitoxantrona foram
desenvolvidas com o intuito de aumentar a captacdao do farmaco pelo sistema
linfatico. Essas nanoparticulas, com didmetro na ordem de 100 nm, foram
quantificadas em diferentes tecidos de ratos ap6s a administragao subcutanea. Os
resultados demonstraram que as nanoesferas atuam como um reservatério para o
farmaco, garantindo a liberacado sustentada do mesmo por até 120 horas apés a
administracdo de 5 mg/kg. As maiores quantidades de farmaco foram encontradas
nos nddulos axilares, em detrimento ao coracéo, figado, bago, pulméao e rins (LU et
al., 2006).

A mucoadesividade e o carater policatibnico da quitosana permitem uma

forte interagdo eletrostatica com residuos negativos das células, como mucinas e
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acido sialico, por exemplo, garantindo que sistemas nanoparticulados contendo
quitosana funcionem como um reservatorio, liberando o farmaco gradativamente
através da membrana celular ou barreira biologica (NAGPAL et al., 2010; WANG et
al., 2011). Outro mecanismo responsavel pelas alteragcdes farmacocinéticas
produzidas em sistemas que contem quitosana é a abertura das tigh junctions entre
as células, aumentando a permeabilidade de farmacos polares como peptideos e
proteinas (DODANE et al., 1999). No trato gastrintestinal, as nanoparticulas sao
capturadas pelas placas de Peyer, que sao agregados de tecido linfatico. A captagéao
dos sistemas nanométricos por este caminho exerce um papel importante no
aumento da biodisponibilidade de diversos farmacos, especialmente aqueles que
sofrem elevado metabolismo pré-sistémico (BORGES et al., 2006).

3.3 Modulacao da farmacocinética por Fosfolipidios

Os fosfolipidios sdo moléculas anfifilicas que tendem a se organizar em
camadas quando em contato com a agua. Esta propriedade confere a essas
substancias a possibilidade de aplicacdo em diferentes sistemas, como micelas,
lipossomas, sistemas auto-emulsificantes (SEDDS), nanoparticulas lipidicas sélidas,
micro-nanoemulsao, suspensdes e emulsdes (FRICKER et al, 2010). Em
formulacdes farmacéuticas, os lipidios conferem algumas vantagens, tais como o
aumento de biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis ou pouco permeaveis,
protecdo contra degradacgao de substancias labeis no TGl bem como mascaramento
organoléptico (TREVASKIS et al., 2008; FRICKER et al., 2010). Os fosfolipidios mais
utilizados em aplicagdes farmacéuticas sao as lecitinas. As lecitinas sdo misturas
complexas de fosfatideos como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina
e fosfatidilinositol, além de triglicerideos, acidos graxos, e carboidratos. A
composicao varia dependendo da fonte de lecitina (animal ou vegetal) e do grau de
purificacdo (KIBBE, 2000).

A maioria dos farmacos administrados pela via oral chega a circulacado
sistémica por absorgéo direta para o sangue portal. FArmacos pouco soluveis, pouco

permeaveis e em especial com alto metabolismo pré-sistémico tendem a apresentar
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baixa biodisponibilidade (TREVASKIS et al., 2008). As formulagdes baseadas em
lipidios podem contornar essa limitagdo, pois possibiltam o aumento da
biodisponibilidade pela via linfatica através de trés mecanismos. Os lipidios podem
aumentar a solubilizacdo do farmaco no ambiente intestinal, através da formacao de
vesiculas, micelas ou micelas mistas. O segundo mecanismo € através de alteracédo
na interacdo do farmaco com o enterécito, gerada pelos lipidios. O aumento do
transporte linfatico, em especial triglicerideos de cadeia média, ocorre apds a sua
lipdlise, cujos produtos sao reesterificados dentro do enterécito e entdo formam o
nacleo de quilomicrons, os quais facilmente acessam o sistema linfatico pela lamina
prépria intestinal. Por ultimo, os lipidios podem alterar a via de absor¢cédo do farmaco
através de uma diminuicdo da captacao portal e aumento da captacao do farmaco
pela veia mesentérica (PORTER et al., 2007)

Inimeros artigos na literatura exploram a capacidade da lecitina em facilitar
o transporte linfatico. A titulo de ilustragcao, alguns serao citados a seguir. A absorcéo
linfatica da halofantrina, farmaco antimalarico, foi estudada por KARPF e
colaboradores (2004). Nesse estudo, foram avaliadas a halofantrina associada uma
solugao trigliceridica, a uma emulsao o/a contendo 2% de lecitina (Lipoid S75®) ou
ao Cremophor®, ambos tensoativos. A coleta da linfa foi realizada pela veia
mesentérica abdominal. As concentragdes portais de farmaco foram similares entre
as trés formulacoes. Diferencas foram observadas na dose acumulada ap6s 30 h no
sistema linfatico, sendo superiores para os sistemas emulsionados (22.8 + 2.8 € 20.2
* 2.5 % para emulsao preparada com lecitina e Cremophor®, respectivamente) em
relacao a solucao de halofantrina em éleo de soja (7.9 + 1.1%). Segundo os autores,
a presenca de tensoativo acelera a lipdlise intestinal, antecipando a absorcdo no
farmaco no TGl.

Uma estratégia utilizada para aumentar a biodisponibilidade de farmacos é a
conjugacdo do mesmo a fosfolipidios formando pré-farmacos lipidicos. O &cido
valpréico foi conjugado a fosfatidilcolina formando um conjugado cuja absorcao foi
avaliada para o conjugado isolado e misturado a triglicerideos de cadeia média
(TCM) ou longa (TCL) (Dahan et al., 2008). Observou-se maior area sob a curva
plasmatica e Cnax para a mistura com TCL, resultando em uma f,) de 8.8 e 2.6 para

o conjugado em TCL e TCM, respectivamente. Esses resultados podem ser
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atribuidos ao fato de que TCL, em vez de lipidios de cadeia curta, estimulam a
rotatividade de lipidios no enterdcito e também aumentam a sintese de quilomicrons
assim aumentando a captagdao das moléculas pelo sistema linfatico. Além disso, os
resultados apresentados suportam a hipétese dos autores de que o conjugado
fosfolipidico tem a via linfatica como principal rota de absorcao. Essa hip6tese foi
corroborada por pela avaliacdo das concentracdes do fosfolipidio-AV na linfa de
ratos que tiveram a veia mesentérica canulada, demonstrando que 60% da dose
absorvida encontrou-se no sistema linfatico ap6s a utilizagdo do conjugado
associado a TCL.

PALIWAL e colaboradores (2009) desenvolveram uma “emulsoma”, uma
formulacdo constituida por nucleo lipidico (Compritol ATO®) estabilizado por altas
concentracdes de lecitina de soja (5-10%), possuindo uma estrutura similar a
quilomicrons, entdo permitindo a encapsulagdo tanto de farmacos lipo quanto
hidrofilicos. Nesse estudo, o metotrexato, um antitumoral utilizado para o tratamento
de tumores linfaticos, foi encapsulado e a sua farmacocinética foi avaliada. A
formulacdo preparada com uma proporcdo molar de 1:1,5 (Compritol
ATO®/Fosfatidilcolina de soja) gerou particulas com didmetro de 452 nm e
proporcionou maiores concentragbes linfaticas do antitumoral e conseqliente
biodisponibilidade (ASCq..: 7.67 vs 39.92 ug.h/mL para metotrexato livre e na

formulacdo desenvolvida, respectivamente).

3.4 Clozapina

A clozapina (Figura 2) é um derivado dibenzodiazepinico e seus efeitos
terapéuticos sao provavelmente mediados pela atividade dopaminérgica e
serotonérgica. O farmaco € considerado o protétipo dos antipsicéticos atipicos,
sendo o primeiro a apresentar efeitos extrapiramidais insignificantes, bem como o
agente mais efetivo no tratamento da psicose em pacientes esquizofrénicos que nao
respondem aos neurolépticos convencionais, ou seja, em casos de esquizofrenia
refrataria (KANE & CORRELL, 2010).

19



3

—

N

o5

Figura 2: Estrutura quimica da clozapina.

A utilizagao clinica da clozapina é limitada pela gravidade dos seus efeitos
adversos. A agranulocitose caracteriza-se pela reducdo acentuada do numero de
neutréfilos, tornando o paciente susceptivel a infeccdes graves (GASZNER et al,,
2002). Os mecanismos do aparecimento da agranulocitose nao foram elucidados até
entdo, mas uma das hip6teses esta relacionada a uma interacao direta do farmaco
com a medula éssea, ou ainda, a hipétese de que os metabdlitos gerados pela
biotransformacgédo hepatica da clozapina sejam toxicos para a medula 6ssea (LIU &
UTRECHT, 1995). A clozapina € metabolizada por oxidagdo no figado,
predominantemente, a dois metabdlitos, a desmetilclozapina e a clozapina-N 6xido,
que apresentam atividade farmacolégica muito inferior a da clozapina (BUUR-
RASMUSSEN & BROSEN, 1999). Outro efeito adverso relacionado aos metabdlicos
da clozapina € hepatotoxicidade, em que cerca de 40 % dos pacientes tratados com
o farmaco apresentam resultado alterado nas transaminases, quando estas sao
dosadas no soro (LU et al, 2008). De fato, tanto a agranulocitose como
hepatotoxicidade podem estar relacionadas ao acumulo de metabdlitos reativos de

clozapina.

Segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico, a clozapina é um
farmaco de Classe |l (baixa solubilidade, alta permeabilidade) (JAIN et al., 2011). A
sua biodisponibilidade € baixa, inferior a 50% (MASELIS et al., 2000; MAURI et al.,
2007), justificada pelo extenso metabolismo de primeira passagem que o farmaco
sofre. Aproximadamente 99% da dose administrada € metabolizada, sendo menos
de 1% eliminado na sua forma inalterada pela urina. As principais enzimas
metabolizadoras do farmaco sdo as isoformas do CYP450 hepaticas, como a
CYP1A2 (30%), CYP2C19 (24%), CYP3A4 (22%), CYP2C9 (12%) e CYP2D6 (6%)
(CORRELL, 2010). Além de colaborar para a baixa biodisponibilidade do farmaco, a

20



metabolizacdo hepdatica é responsavel pela alta variabilidade interindividual
observada nas concentragdes plasmaticas do farmaco, que podem ser na ordem de
130% (HIEMKE et al., 2004; WENZIE et al., 2009). Como conseqUéncia, a meia-vida
do farmaco, em média 12 h, pode variar de 6 a 33 h (BUUR-RASMUSSEN &
BROSEN, 1999).

A literatura apresentada dois artigos a respeito do desenvolvimento de
sistemas nanométricos contendo clozapina. Esses estudos utilizaram nanoparticulas
lipidicas sélidas visando a reducdo do efeito de primeira passagem da CZP e,
consequentemente, aumentando sua biodisponibilidade quando por administracdo
oral (VENKATESWARLU & MANJUNATH, 2004; MANJUNATH &
VENKATESWARLU, 2005).

3.5 Acido Valpréico

O acido valpréico (acido 2-propilpentandico) (AV) (Figura 3) € um agente
quimicamente relacionado com acidos graxos e que apresenta amplo espectro de
acao no tratamento de epilepsia, sendo efetivo contra muitos tipos de crises
epiléticas, como crises generalizadas, parciais e de auséncia (OWENS &
NEMEROFF, 2003; ABEND & DLUGOQOS, 2008). O farmaco é efetivo em 78 a 100%
dos casos de epilepsia refrataria em criancas (ABEND & DLUGOS, 2008).
Atualmente, é aprovado pelo FDA para a prevencado de enxaqueca e tratamento
transtorno bipolar de humor (TRINKA, 2007; BAUER, 2008).

CHg

OH
CHs

Figura 3. Estrutura quimica do acido valproico.
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O Aacido valpréico nao apresenta seu mecanismo de acgado totalmente
elucidado (PERUCCA, 2002). Ha evidéncias de que o AV aumenta a sintese e
liberacdo de GABA, potencializando a transmissdao gabaérgica em regides
especificas no cérebro. O acido valproico também pode estar relacionado com a
diminuicdo dos niveis do acido v-hidroxibutirico, um aminoacido excitatério,
atenuando a excitacao neuronal mediada pela ativacdo dos receptores de glutamato
N-metil-D-aspartato (NMDA). Em adicdo a esses efeitos, o acido valprdico exerce
acbes diretas na excitacdo das membranas, incluindo o bloqueio dos canais de
sédio voltagem dependentes (LOSCHER, 1999).

Além dos mecanismos descritos, 0os quais estdo relacionados a sua acao
antiepiléptica, o acido valprdico atua como um inibidor de enzimas chamadas de
histonas deacetilases, sendo a essa agao atribuido o potencial antineoplasico do
farmaco (BATTY, 2009). Estudos clinicos utilizando o &cido valpréico como agente
quimioterapico, em monoterapia ou como co-adjuvante, estdo sendo realizados
desde 1999 (BLABETA et al., 2009). Leucemias miel6ides agudas e outras doencgas
hematoldgicas vem sendo extensivamente estudadas, tendo em vista que podem ser
originadas de falhas na transcricido génica, onde estudos utilizando técnicas de
biologia molecular demonstraram a presenca de histonas fortemente acetiladas no
nacleo do DNA. Tumores sélidos, como glioblastomas, melanomas, cancer de
prostata, cancer de mama, e muitos outros, da mesma forma, estdo sendo
estudados (PEREZ-PLASENCIA & DUENAS-GONZALES, 2006).

Embora os efeitos adversos freglientes sejam benignos, a ocorréncia de
efeitos menos comuns, pode restringir a utilizacdo do &acido valpréico, como a
hepatotoxicidade, as desordens de coagulagédo, a pancreatite e a teratogenicidade
(NEUMAN et al., 2001, OWENS & NEMEROFF, 2003; BAUER, 2008). A
hepatotoxicidade é grave em criancas, podendo levar a morte. Estima-se que 1 a
cada 500 criangas com menos de 2 anos sofra desse efeito adverso (ABEND &
DLUGOS, 2008). A hepatotoxicidade geralmente situa-se entre dois extremos: de
um lado, a elevagdo assintomatica dos niveis séricos de enzimas hepaticas que
ocorre em 15 a 30% dos pacientes nos meses iniciais de tratamento; do outro, a
hepatite fulminante, rara e quase sempre fatal que ocorre por produgdo de um

metabdlito tdéxico aberrante. A lesdo hepatica mostra alteracbes semelhantes a
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sindrome de Reye e o0 exame patoldgico revela varios graus de esteatose
micronodular. Excetuando-se as situagcdes mais graves, a maioria dos casos é
revertida com a suspensao do farmaco. O mecanismo pelo qual o acido valproico
induz a hepatotoxicidade, que pode ser fatal, é frequentemente atribuido a producgéao
de metabolitos reativos, como o 2-propil-4-ene valproato, e subsequiente esteatose
microvesicular, necrose hepatocelular juntamente com elevados niveis de alanina

aminotransferase e aspartato aminotransfersase (NEUMAN et al., 2001).

O acido valpréico é interessante sob o ponto de vista farmacocinético por
varias razdes. Ha interacées com inumeros farmacos, como fenitoina, fenobarbital e
carbamazepina. Em concentracbes terapéuticas, pode haver saturacao da ligacao
as proteinas plasmaticas, a qual é alta (90-95%). As concentracdes terapéuticas
situam-se na faixa de 50 a 100 mg/L e acima dessas concentragdes reagdes de
baixa gravidade como, nduseas, vémitos e diarréia podem acontecer, até casos mais
graves como sedacdo, alopecia, trombocitopenia e hepatotoxicidade. Por essas
razbes, o tratamento clinico com acido valpréico deve ser monitorado
periodicamente, em relacdo as concentracées plasmaticas do farmaco bem como
indicadores de toxicidade (WINTE, 1996). Em humanos, a biodisponibilidade do
acido é proxima a 100%, o volume de distribuicdo de 0,14 (0,1-0,5) L/kg, € o
clearance e a meia-vida para adultos é de 8 mL/kg/h e 10-12 h, respectivamente.

A apresentagao do acido valpréico na forma de um 6leo o torna interessante
para a aplicagdo em sistemas nanoparticulados. Estudos de formulacdo para a o
desenvolvimento de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo AV foram
descritos na literatura (VARSHOSAZ et al., 2010) levaram a obtencao de um sistema
otimizado contendo 400 mg de lipidio e 400 mg de acido valpréico. Posteriormente a
relacdo entre as concentracoes plasmaticas e cerebrais foram avaliadas em ratos,
apos a administracdo nasal do farmaco nanoestruturado e livre (ESKANDARI et al.,
2011). Os estudos in vivo evidenciaram um aumento da relacdo concentragcédo no
cérebro/plasma para o farmaco nanoencapsulado (8,40 + 0,32) em relacdo ao
farmaco livre (6,77 £ 0,73).

DARIUS e colaboradores (2001) prepararam nanoparticulas de acido

valpréico visando avaliar a penetracdo cerebral e a influéncia da nanoencapsulacéo
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no metabolismo do farmaco. A partir dos resultados obtidos, os autores concluem
que a nanoencapsulacao previne o metabolismo oxidativo do farmaco, que leva a
geracao dos metabolitos téxicos, diminuindo, portanto, a possibilidade de
hepatotoxicidade.

Em estudo de nosso grupo de pesquisa, FREDDO (2009) desenvolveu
diferentes sistemas nanoparticulados poliméricos a fim de avaliar a influéncia da
nanoencapsulacao do &cido valprdico na particdo plasma/tecido cerebral do
farmaco. Nesse estudo, foram desenvolvidas nanoparticulas de poli(e-caprolactona)
revestidas com quitosana (NC-QTS) ou PEG 6000 (NC-PEG). A farmacocinética
plasmatica, avaliada em ratos apds dose iv de 15 mg/kg, demonstrou uma maior
velocidade de eliminacao para o farmaco quando nanoencapsulado, entretanto, a
avaliacao da fracao livre tecidual, demonstrou um aumento do fator de penetracéao
cerebral do farmaco para a formulagcdo com maior depuragdo plasmatica (fator de
penetracao cerebral de 0,102), enquanto que o farmaco livre e carreado em NC-PEG
obtiveram fatores inferiores (0,019 e 0,033, respectivamente), demonstrando a
capacidade do polimero catibnico em alterar a distribuicdo tecidual do farmaco

nanoencapsulado.

Diante do exposto, o desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana com
nacleo oleoso pode ser uma forma de alterar a disposicdo plasmatica e tecidual de
farmacos. Desse modo, este trabalho objetiva o desenvolvimento de sistemas
nanoparticulados com nucleo oleoso a base de quitosana e fosfolipidios que possam
melhorar a biodisponibilidade e perfil plasmatico de farmacos. Para demonstrar
essas alteragbes, foram escolhidos farmacos com caracteristicas farmacocinéticas e
estados fisicos diferentes. A clozapina apresenta-se na forma de um pé e com baixa
biodisponibilidade em humanos, e o acido valpréico, um liquido oleoso com amplo
perfil de utilizacédo terapéutica.
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4 CAPITULO 1. DEVELOPMENT OF INNOVATIVE OIL-CORE-SELF
ORGANIZED NANOVESICLES PREPARED WITH CHITOSAN AND

LECITHIN USING A 2° FULL-FACTORIAL DESIGN




Abstract

The aim of this study was to develop innovative nanosystems with isopropyl
myristate as the oil core of self-assembly nanovesiclesconstituted of chitosan and
lecithin using a 2° factorial design. The factors analyzed were chitosan (X, levels 4
and 8 mg/ml), oil (Xo, levels 10 and 20 mg/ml) and lecithin (X3, levels 4 and 8 mg/ml).
The responses evaluated were the particle size, zeta potential, pH, viscosity, and
physical stability evaluated by means of backscattering (BS) analysis. The particle
size ranged from 0.348 to 1.5 um for Fx(Xy, 4; Xz, 10; X3, 8 mg/ml) and F7(X4, 8; Xa,
20; X3, 4 mg/ml), respectively. Laser diffractometry analysis revealed only one
particle size population for all formulations, predominantly below 1 pm. The zeta
potential was strongly positive (from +41.3 to +50 mV), being influenced by the X;
concentration and the association Xo/X3.The pH was acid presenting values between
3.5 and 3.97. The viscosity values were dependent on the X; and X, concentrations
used. According to the BS analysis, F» (X4, 4; Xz, 10; X3, 8 mg/ml) appears to be the
most stable nanosuspension, and no alterations in the middle of the BS profiles were
observed, indicating an absence of flocculation or coalescence. A structure proposed
for the nanosystemconsists of chitosan forming the hydrophilic shell layer that
protects the core comprised of lecithin and the hydrophobic groups of isopropyl
myristate. Thus, in this study a new nanosystem was developed whichcould

potentially be used for different biological and technological applications.

Keywords: Nanovesicles, chitosan, lecithin, isopropyl myristate, factorial design
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5 CAPITULO 2. OIL CORE SELF-ORGANIZED NANOPARTICLES: A NEW
SYSTEM TO IMPROVE THE AVAILABILITY OF DRUGS WITH HIGH

FIRST PASS METABOLISM USING CLOZAPINE AS A MODEL




Abstract

We propose the development of innovative oily core self-organized nanovesicles
(NV) prepared by the interaction between chitosan and lecithin, to allow the
encapsulation of different drugs. To develop this innovative systems, clozapine
(CZP), an antipsychotic agent that presents low bioavailability due to its high pre-
systemic metabolism, was used as a drug model. Nanovesicles suspensions were
obtained by injecting 4 mL of an ethanolic phase containing 8 mg/mL of Lipoid S45°
in ethanol, 10 mg/mL of isopropyl myristate solution and CZP (1 mg/mL) into 46 ml of
a chitosan aqueous solution (4 mg/mL), followed by mechanically stirring through
ultraturrax. The particle size, PDI and zeta potential were determined by Malvern
Zetasizer®. Nanovesicles drug content was determined by LC-MS/MS. Stability
evaluation was performed using optical analyzer Turbiscan® Lab. Transmission
electron microscopy (TEM) was performed after the fixation of nanosuspensions with
uranyl acetate. Pharmacokinetic studies were conducted in Wistar rats after
intravenous (5 mg/kg) and oral (10 mg/kg) dosing of CZP free or nanoencapsulated
(CZP-NV) (n= 6/group). The CZP-NV and blank nanovesicles (unloaded-NV)
presented mean sizes of 181 £ 3 nm and 470 £ 2 nm, respectively, acid pH values
(between 3.67—4.75), positive zeta potentials (between +41 and +50 mV) as well as
PDI below 0.3 and drug content close to 100%. The TEM microphotographs revealed
nanometric spherical (unloaded-NV) and oval (CZP-NV) nanovesicles. After CZP
encapsulation into NV, the drug bioavailability increased 2.6 times (24%) in
comparison with the bioavailability of free CZP oral dosing (9%). A significant
increase in the absorption rate constant was also observed after the
nanoencapsulation (from 0.94 + 0.53 h™'to 6.7 £ 0.94 h™"). An increase in the t;» was
observed to CZP-NV (4.02 £ 0.71 h) in relation to free CZP (2.28 = 0.69 h) due to the
decrease in the CLyy (3.72 £ 0.59 and 5.81 + 1.75 L/h/kg to CZP-NV and free CZP,
respectively) and increase in the Vdss (21.61 £ 3.58 and 10.7 + 6.5 L/kg to CZP-NV
and free CZP, respectively). The results demonstrated the applicability of this new
self-organized nanovesiculated system, prepared with chitosan and lecithin, to
improve the oral bioavailability of drugs which undergo high first-pass effect and also
prolong their half-life in the body.

60



Key-words: QOil core self-organized chitosan nanovesicles, clozapine, and oral
bioavailability.
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6 CAPITULO 3. A HIGHLY SENSITIVE LC-MS/MS METHOD FOR THE
DETERMINATION OF CLOZAPINE IN RAT PLASMA: APPLICATION TO
A PRE-CLINICAL PHARMACOKINETIC STUDY,

Journal of Liquid Chromatogrphy & Related Technologies, 2012, DOI

10.1080/10826076.2011.639118




Abstract

A highly sensitive, rapid assay method has been developed and validated for the
quantification of clozapine in rat plasma using LC-MS/MS. The extraction process
involved plasma protein precipitation with acetonitrile and elution with a mobile phase
constituted by acetonitrile and acidic water (80/20), at 0.8 mL/min flow rate (split 1:3).
Chromatographic separation was performed by C18 Symmetry column (4.6 x 75 mm,
3.5 um). The lower limit of quantification was 1 ng/mL and the linearity was observed
between 1-1000 ng/mL with a determination coefficient >0.9810. The intra and inter-
day precisions were less or equal to 8.38 and 4.36%, respectively. The method
showed sensitivity, linearity, precision, accuracy and specific necessary to
quantification of plasma clozapine in pre-clinical pharmacokinetics studies.

Keywords: clozapine; LC-MS/MS; rat plasma; pharmacokinetics
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7 CAPITULO 4. PHARMACOKINETIC EVALUATION OF VALPROIC ACID
CHITOSAN-LECITHIN NANOVESICLES FOR PULMONARY AND ORAL

DELIVERY




ABSTRACT

Aim: The aim of this work was to development of nanovesicles (NV) of chitosan and
phospholipids with valproic acid (VPA) as the oil core to modify the plasma
pharmacokinetic of VPA, aiming a new formulation for oral and pulmonary delivery.
Methods: VPA-NV suspensions were obtained by injecting 4 ml of lecithin (8 mg/ml
Lipoid S45%) and VPA (5 mg/ml) in ethanol solution through a funnel into 46 ml of a
chitosan aqueous solution (4 mg/ml) mechanically stirred using Ultraturrax (5 min, 13
000 rpm. The formulation were evaluated by particle size, zeta potential, pH, and
backscattering analysis. VPA pharmacokinetics was investigated in unconscious (G1,
4 mg/kg) and conscious rats (G2, 4 mg/kg) after free drug administration as solution
and VPA-NV (G3, 2 mg/kg) by i.v. bolus route, oral 4 mg/kg dosing of VPA (G4) and
VPA-NV (G5) and intratracheal (i.t.) dosing of 4 mg/kg of VPA solution (G6) and
VPA-NV (G7). For the i.t. administration a MicroSprayer® Aerosolizer device was
used on unconscious rats. Non-compartmental and compartmental analyses were
performed using Excel and Scientist®, respectively. Results: The mean diameter,
zeta potential and pH were 333 +1.5 and 131 1 nm; 25.6 £ 0.8 and +13.4 £ 1.7mV;
2.69 + 0.02 and 2.71 £ 0.08 to VPA-NV and blank-NV. The plasma profiles of G1,
G2, G3 declined in a bi-exponential fashion. VPA total clearance (CLiy) was
significantly reduced (p < 0.05) for G3 (0.7 £ 0.7 L/h/kg) in comparison to G1 (5.3 =
2.4 mL/h/kg) and G2 (3.7 = 2.8 mL/h/kg). The mean residence time and the volume
of distribution (Vdss) did not show statistically significant difference after the
intravenous administration comparing all groups. After oral dosing, peak plasma
concentration (Cmax) was significantly increased in G5 (7.1 = 1.7 pg/mL) in
comparison to G4 (1.4 + 0.4 ug/mL), as well as the AUCy... (5.1 £ 1.7 ug-h/mL and
19.7 £ 8.2 pg-h/mL for G4 and G5, respectively). The CLi, decrease significantly in
G5 (0.4 + 0.2 mL/h/kQ) in relation to G4 (2.3 + 0.8 mL/h/kg). The Vdss show the same
behavior (G5 = 1.0 £ 0.2 and G4 = 7.0 + 3.1 mL/kg). As a result, the half-life was not
altered. The Cnax Was significantly higher after i.t. NV dosing (G7 = 9.2 + 4.6 pg/mL)
than after administration of VPA solution (G6 = 3.8 + 0.6 ug/mL). The time to Cpax
(tmax) Was achieved earlier after the administration of G6 due to a slower rate of
absorption determined for G7 (ka = 3.5 + 1.1 h™") in comparison to G6 (11 + 8 h™")
(p<0.05). The encapsulation of VPA markedly the drug pharmacokinetics after
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pulmonary absorption resulting in a significant increase in t;» from the lungs (G7 =
455 +0.67 hand G6 = 2.8 £ 0.76 h) due to a reduction in CLy; (2.4 £ 0.6 and 0.46 +
0.3 L/h/kg for the G6 and G7, respectively). Conclusions: The described system
may offer an alternative approach for intravenous, oral and pulmonary delivery of
VPA viewing different clinical uses.
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