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RESUMO

O cilostazol é um inibidor seletivo da fosfodiesterase Ill, atuando como antiagregante
plaquetario e vasodilatador. E o medicamento de primeira escolha para o tratamento
clinico da claudicacdo intermitente por doenca arterial obstrutiva periférica. O
farmaco pertence a classe 1l do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica,
apresentando baixa solubilidade e alta permeabilidade no trato gastrointestinal. A
dose usual € de 100 mg, via oral, duas vezes ao dia, 0 que representa uma
desvantagem a adesdo ao tratamento. O cilostazol tem caracteristica lipofilica,
podendo ser utilizado no desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de
farmaco, com a finalidade de melhorar sua biodisponibilidade. Assim, com o
propésito de se elaborar sistemas de liberacdo modificada, o objetivo deste trabalho
foi obter e caracterizar suspensdes de nanocapsulas, a partir do uso dos polimeros
poli(e-caprolactona) (PCL), poli(D,L-acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e de
blendas com polietilenoglicol (PEG), PCL/PEG e PLGA/PEG, contendo
concentragbes de 0 a 3,0 mg.mL?! de cilostazol. O método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado para a
quantificacdo do cilostazol presente nas nanocapsulas. Todas as formulacdes
apresentaram valores de eficiéncia de encapsulagdao adequados (299,6%). As
nanocapsulas obtidas apresentaram valores de pH entre 6,0 e 6,4, com tamanho
meédio de particulas inferior a 137 nm, indice de polidispersdo menor que 0,22 e
potencial zeta negativo de -35,34 mV, devido aos polimeros anibnicos empregados.
As imagens obtidas por microscopia eletrdnica de transmissdo e microscopia
eletrdbnica de varredura revelaram formato esférico com superficie lisa e
homogeneidade das nanocapsulas. Os resultados obtidos por difracdo de raios X
revelaram a auséncia de cristalinidade das nanocapsulas, evidenciando sua
caracteristica amorfa, em comparacdo aos polimeros e ao farmaco. As andlises
efetuadas por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier demonstraram que ndo ocorreram reacdes quimicas entre o farmaco e os
polimeros. Em geral, as formulacdes de cilostazol obtidas a partir de blendas
PCL/PEG foram as que apresentaram os melhores parametros de estabilidade apo6s
60 dias de armazenamento. O uso de nanoparticulas pode ser uma estratégia
promissora na promoc¢do do aumento da solubilizagdo aparente do cilostazol
melhorando seu perfil de dissolucéo e, consequentemente, sua acao farmacoldgica.

Palavras-chave: Claudicagéo intermitente, Liberagdo modificada, Nanotecnologia,
Polimeros.



ABSTRACT

Cilostazol is a selective inhibitor of phosphodiesterase lll. It acts as a vasodilator and
antiplatelet agent. It is the main drug for the treatment of intermittent claudication
related to peripheral arterial occlusive disease. This drug belongs to the class Il of
the Biopharmaceutical Classification System (BCS) and shows low solubility and high
permeability in gastrointestinal tract. The usual oral dose is 100 mg twice a day,
which represents a disadvantage in treatment compliance. Cilostazol is a lipophilic
drug and the development of controlled drug delivery systems can improve its
bioavailability. The aim this study was to obtain and characterize nanocapsules
suspensions prepared from poly(e-caprolactone) (PCL), poly(D,L-lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) and blends using polyethylene glycol (PEG), PCL/PEG and PLGA/PEG
containing 0 to 3.0 mg.mLcilostazol. The analytical method was developed and
validated for the quantification of cilostazol into the nanocépsulas by high
performance liquid chromatography. All formulations had suitable encapsulation
efficiencies (299.6%). Nanocapsules showed pH values between 6.0 and 6.4,
average size lower than 137 nm, polydispersity index lower than 0.22 and average
negative zeta potential of -35.34 mV. The images observed by electron transmission
microscopy and scanning electron microscopy, revealed spherical shape with smooth
surface. The results achieved by X-ray diffraction demonstrated no crystallinity which
indicated the drug amorphization compared to the raw materials. Analyses performed
by Fourier transform infrared spectroscopy showed no chemical reactions between
drug and polymers. The formulations prepared from blends of PCL/PEG showed the
best stability parameters after 60 days of storage. The use of nanoparticles can be a
promising strategy for increasing the apparent solubility of cilostazol leading to better
dissolution profiles and therapeutical effect.

Keywords: Intermittent claudication, Modified release, Nanotechnology, Polymers.
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1 INTRODUCAO

A V Diretriz Brasileira de Dislipidemias (2013) define a aterosclerose como
sendo uma doenca inflamatéria crénica de origem multifatorial que ocorre em
resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada intima de
artérias de médio e grande calibre. A formacdo da placa aterosclerética inicia-se
com a agressdo ao endotélio vascular devida a diversos fatores de risco como
elevacdo de lipideos séricos, hipertensao arterial, diabetes, obesidade ou tabagismo.
Alguns mediadores da inflamacao estimulam a migracao e proliferacdo das células
musculares lisas da camada média arterial que formard parte da capa fibrosa da
placa aterosclerética. A ruptura desta capa leva a formacdo de um trombo neste
local, o que diminui o fluxo sanguineo resultando em alteracbes vasculares e
sistémicas significativas.

A doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) causada pela aterosclerose
dos membros inferiores apresenta como principal manifestacdo, a claudicacao
intermitente (Cl), e que é definida a partir de um quadro de sintomas como: dor,
céibras, entorpecimento ou fadiga dos musculos das pernas apés caminhada, os
quais sao aliviados em poucos minutos de descanso. A qualidade de vida do
paciente apresenta-se reduzida pela tendéncia de sintomas depressivos associados
com a restricdo de mobilidade (HONG; MACKEY, 2014).

O farmaco de escolha para o tratamento da claudicacdo intermitente € o
cilostazol (CIL) (BORGES, 2009). Esse farmaco € um antiagregante plaquetéario e
antitrombético com acdo vasodilatadora, cuja acdo € de inibir potente e
seletivamente a fosfodiesterase Ill, promovendo relaxamento dos vasos sanguineos
(ROSA; BARONI; PORTAL, 2008).

Entretanto, o esquema terapéutico apresenta-se prejudicado pelos efeitos
colaterais do medicamento vinculado a administracdo em duas doses diarias de 100
mg. Entre os efeitos colaterais mais comuns, destacam-se: cefaleia, taquicardia,
palpitacdes, fezes pastosas e diarreia (ROSA et al., 2008).

Muitos farmacos, empregados sem qualquer modificagdo quimica ou fisico-
quimica, resultam efeitos farmacologicos reduzidos ou na presenca de efeitos
colaterais. O uso de nanocarreadores pode oferecer numerosas vantagens,
comparados as formas farmacéuticas convencionais. Tais sistemas possibilitam a

associacdo de um farmaco a um sistema que permita a alteracdo e/ou adequacao
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de suas propriedades fisico-quimicas, sem alterar a sua estrutura quimica. Portanto,
séo uteis para carrear farmacos hidrofobicos e protegé-los frente a degradagéo no
meio bioldgico, e ainda, por reduzir os efeitos colaterais indesejaveis.

Nesse contexto, a existéncia de poucos trabalhos voltados a liberacdo
modificada do cilostazol, aliada aos seguintes fatores: 1) necessidade de aumentar a
disponibilidade biologica do farmaco, reduzindo a posologia de 2 vezes ao dia para 1
vez ao dia, favorecendo a adesdo do paciente ao tratamento; Il) necessidade de
reducdo dos efeitos colaterais, principalmente, almejando uma distribuicdo mais
seletiva e ofertando uma maior seguran¢a na administracéo; e Ill) necessidade de
otimizar a atividade vasodilatadora e antiagregante plaquetaria do cilostazol, sdo os

principais argumentos que justificam a realizacdo do presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo cilostazol

para uso potencial no tratamento farmacolégico da claudicag&o intermitente.

2.2 Objetivos especificos

e Obter suspensdes de nanocapsulas contendo CIL, a partir dos polimeros
poli(e-caprolactona)(PCL), poli(D,L-acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e de
blendas PCL/polietilenoglicol (PEG) e PLGA/PEG,;

e Determinar a concentracdo do CIL incorporado nas nanocapsulas poliméricas
pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, previamente validado,
avaliando a eficiéncia de encapsulacédo do farmaco;

e Caracterizar as nanocapsulas poliméricas por meio de analises
fisico-quimicas, morfolégicas e espectroscopicas;

e Investigar a estabilidade das nanocépsulas poliméricas durante 60 dias de

armazenamento a temperatura ambiente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doenca aterosclerotica e claudicacéo intermitente

A doenca aterosclerética pode comprometer todo o sistema arterial,
resultando em sérias complicagbes cardiovasculares e levando a 6bito um grande
namero de pacientes, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento.
Sua manifestacdo mais comum é a DAOP. Presume-se que 16% da populacdo com
mais de 55 anos seja portadora dessa enfermidade (BORGES, 2009). No Brasil, os
dados relacionados a prevaléncia da DAOP e seus fatores de risco sdo escassos,
estimando uma ocorréncia em cerca de 20% em pacientes acima de 65 anos
(DURAZZO et al., 2005). Nos Estados Unidos, entre 8 e 12 milhBes de pessoas
possuem a doenca, e um terco delas tem claudicacao intermitente (TORRENT et al.,
2014).

A claudicacao intermitente resulta da DAOP devido a aterosclerose da aorta

abdominal e das artérias dos membros inferiores (Figura 1).

Figura 1: Placa de ateroma em paciente com claudicacao intermitente por doenca arterial obstrutiva
periférica

Artéria femural
subocluida

Parede da

artéria Luz da artéria

Placa de ateroma -2 -
. e

Fonte: MEDICINA GERIATRICA. Disponivel em: www.medicinageriatrica.com.br/tag/claudicacao-
intermitente/ Acesso em: 25 nov. 2014
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O estreitamento do vaso sanguineo causa um desequilibrio entre 0 consumo
e a demanda de oxigénio resultando em claudicacdo, limitacbes ao exercicio ou
perda tecidual. Os sintomas caracterizam-se por desconforto no quadril, gluteos,
coxas, panturrilhas ou pés, induzidos pelo exercicio e aliviados com repouso (OLIN,
2002).

Com o intuito de aumentar a capacidade funcional e melhorar a claudicacao
intermitente e a qualidade de vida do paciente, o CIL é o agente farmacolégico de
primeira escolha para esse fim. Apresenta propriedades vasodilatadoras e
antiagregante plaquetaria emergindo como uma eficiente opgdo no combate as

graves consequéncias desse processo patologico (NORGREN et al., 2007).

3.2 Aspectos biofarmacéuticos do cilostazol

3.2.1 Estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas

O CIL é um derivado quinolénico (2-oxo-quinolona). A férmula empirica do
CIL é C20H27NsO2, com massa molecular de 369,46 g.mol!l e
férmula estrutural 6-[4-(1-ciclohexil-1H-tetrazol-5-il)butoxi]-3,4-diidro-2(1H)-
quinolinona, representada na Figura 2. Ocorre como um cristal de cor branca ou um
po cristalino levemente solivel em acetona (0,738%, m/v), metanol (0,645%, m/v) e
etanol (0,386%, m/v), e praticamente insolivel em agua (0,000334%, m/v), acido
cloridrico 0,1 mol.L* (0,000349%, m/v) e hidréxido de sédio 0,1 mol.L™* (0,000307 %,
m/v) (SHIMIZU et al., 1985; SHI et al., 2005).

Figura 2: Formula estrutural do cilostazol
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3.2.2 Farmacocinética

O CIL pertence ao Grupo Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(SCB), o qual possui baixa solubilidade e alta permeabilidade (WU, BENET, 2005;
CHEN et al., 2014).

A biodisponibilidade relativa do CIL varia entre 87 e 100%, apds a
administracdo oral da formulacdo disponivel em comprimido (200 mg/dia), quando
comparada a uma solucdo etanolica e suspensao oral. A biodisponibilidade absoluta
ndo é conhecida e sua absorcdo é aumentada pela associagdo com alimentos
gordurosos. O inicio de acdo ocorre duas a quatro semanas apOs o inicio do
tratamento. Uma porcentagem de 95 a 98% do CIL se ligam as proteinas
plasmaticas, predominantemente a albumina. Sofre biotransformacao hepéatica pelas
enzimas do citocromo P450 e os principais metabdlitos produzidos séo ativos, o 3,4-
diidro-cilostazol (97,4%) e o 4’-trans-hidroxi-cilostazol (66%)(CEBRIM/CFF, 2004).

O CIL e os seus metabdlitos ativos acumulam-se, em meédia, duas vezes
mais com a administracdo gradualmente crescente do farmaco e atingem o0s niveis
plasméticos em estado estacionério dentro de poucos dias (Figura 3) (DRUG INDEX,
2007).

Figura 3: Perfil de concentracdo plasmatica (mg.mL?) em relacdo ao tempo (horas) no estado
estacionario apos a administracdo de doses multiplas de cilostazol, 100 mg duas vezes ao dia
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Fonte: RXLIST. Disponivel em: http://www.rxlist.com/pletal-drug/clinical-pharmacology.htm/ Acesso
em 25 nov. 2014
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Cerca de 75% do CIL é excretado pela urina e de 20% pelas fezes, somente
nas formas biotransformadas. A meia-vida de eliminacdo é de 11 a 13 horas
(CEBRIM/CFF, 2004).

3.2.3 Mecanismo de acéao do cilostazol

O monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) é um mensageiro quimico que
desempenha um papel fundamental na regulacao da proliferacdo celular, apoptose,
agregacdo de plaquetas e dilatacdo dos vasos sanguineos. Tal processo de
promocao e de regulacao ocorre devido a sua conversdao em 3’,5- AMP ciclico pela
atividade da enzima fosfodiesterase Il (FDE3). O CIL é um potente e seletivo
inibidor da FDE3 (Figura 4). Sua acdo é justificada por evitar a agregacao
plaguetaria e estimular o relaxamento dos vasos pelo aumento dos niveis de AMPc
(KOHDA et al., 1999; CRAIG, 2001; MORISHITA, 2006; ROSA; BARONI; PORTAL,
2008).

Também inibe reversivelmente a agregacdo plaquetaria induzida pelo
difosfato de adenosina (ADP), colageno, acido araquiddnico, epinefrina, tromboxano
A2, fator de ativacdo plaquetaria e o estresse associado a deformacao da plaqueta.
Outras propriedades incluem broncodilatagdo e diminuicdo da concentracao
plasmatica de trombomodulina em diabéticos (CEBRIM/CFF, 2004).

Devido as propriedades vasodilatadoras, o CIL atua regulando o ténus
vasomotor arterial que abrange tanto, a microcirculagdo cerebral, quanto os vasos
de membros inferiores. Também estimula canais de potassio ativados por célcio, o
que leva a hiperpolarizagdo da membrana plasmética, ao relaxamento da
musculatura e contribui para os efeitos inibidores da reestenose pdés-angioplastia
pelo uso deste farmaco (BORGES, 2009).
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Figura 4: Mecanismo intrinseco de acao do cilostazol no endotélio e nas plaquetas
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Fonte: Adaptado de ZHAO et al., 2007

3.2.4 Agbes farmacolodgicas do cilostazol

Como ja mencionado, o CIL é um antiagregante plaquetario e antitrombdético
com acédo vasodilatadora, ndo existindo evidéncias de prolongamento do tempo de
sangramento quando comparado a outros medicamentos como acido acetilsalicilico
(AAS), clopidogrel ou ticlopidino, mesmo nas diversas combinacdes (ROSA et al.,
2008).

Inibe a replicacdo e o crescimento das células musculares lisas da artéria
(BORGES, 2009). Tal fato leva a um efeito antiproliferativo responsavel pela
prevencao de reestenose apos stent coronariano (ROSA; BARONI; PORTAL, 2008).
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7

Na dislipidemia, € capaz de reduzir eficazmente 0s niveis séricos de
triglicerideos e de elevar significativamente o HDL-colesterol no sangue,
promovendo a reducdo do risco cardiovascular, principalmente em pessoas com
diabetes mellitus (DM) (BORGES, 2009).

Pode reduzir marcadores inflamatérios envolvidos na resposta a lesdo
endotelial da aterosclerose, controlando a adesdo de leucécitos mononucleares,
migracdo e proliferacdo de células musculares lisas, aléem da deposicdo de matriz
extracelular (Figura 5) (ROSA; BARONI; PORTAL, 2008).

Figura 5: Etapas do desenvolvimento da placa aterosclerética
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Fonte: BIOQUIMICA CELULAR. Disponivel em: bioquimica.faculdade.zip.net/Acesso em 25 nov. 2014

3.2.5 Indicagao do uso de cilostazol

O CIL foi langcado no Japdo e em outros paises asiaticos em 1988 e
aprovado nos Estados Unidos em 1999, para o tratamento clinico da claudicacéo
intermitente por DAOP. Tornou-se o medicamento de primeira escolha para este fim,
de acordo com as diretrizes atuais (BORGES, 2009).

O tratamento é independente do género, da idade, do habito de fumar, da
presenca de DM, do uso concomitante de betabloqueadores ou de antagonistas do

calcio. O CIL demonstrou ser de uso seguro em pacientes com infarto agudo do
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miocardio, apesar de aumentar o indice cardiaco, o fluxo coronariano e a
contratilidade (ROSA; BARONI; PORTAL, 2008).

3.2.6 Posologia e esquema terapéutico do cilostazol

A dose recomendada de CIL para tratar os sintomas de claudicacao
intermitente é de 100 mg, duas vezes ao dia, 30 minutos antes ou duas horas apés
as refeicbes. O tempo para a resposta terapéutica pode variar entre duas a quatro
semanas, em alguns casos pode requerer doze semanas. Quando houver a
coadministracdo de inibidores do citocromo, como cetoconazol, itraconazol,
eritromicina, diltiazem e omeprazdol, a dose devera ser reduzida pela metade, 50
mg, duas vezes ao dia (CEBRIM/CFF, 2004).

3.2.7 Efeitos colaterais do uso de cilostazol

Os efeitos colaterais mais frequentes incluem cefaleia, taquicardia,
palpitacdes, fezes pastosas e diarreia (ROSA et al., 2008). Outros efeitos também
sdo relatados como: tontura, faringite, edema periférico, dor abdominal, flatuléncia,
mialgia, vdmito, angina, arritmia, dor toracica, equimose, erup¢ado cutanea, prurido,
astenia, gastrite, infarto do miocérdio, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipotenséo
postural, insdnia, ansiedade, sonhos anormais, dispneia, pneumonia, reacfes de
hipersensibilidade, anemia, hemorragia, trombocitemia, disfuncdo renal, infeccao
urinéria, rinite, dor lombar, dispepsia, nausea, vertigem e tosse aumentada
(CEBRIM/CFF, 2004).

Considerando o expressivo numero de efeitos colaterais, a solubilidade
baixa e a posologia de 12/12h, existe o interesse de adotar estratégias
farmacotécnicas capazes de otimizar as caracteristicas fisico-quimicas,
farmacocinéticas e farmacodinamicas do CIL para aumentar a eficiéncia terapéutica.
Nesse sentido, as formas farmacéuticas de liberagcdo modificada apresentam-se
como alternativas promissoras para assegurar a estabilidade, a biodisponibilidade e

a resposta farmacoldgica adequada.
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3.2.8 Formas farmacéuticas de liberagdo modificada contendo cilostazol

A literatura relata poucos trabalhos versando sobre a alteracédo da liberacéo
do CIL.

Gawali et al. (2009) elaboraram complexos de inclusédo entre S-ciclodextrina
e CIL por meio de diferentes métodos de obtencdo. Esses autores relataram que o
complexo de inclusdo preparado por liofilizacdo apresentou um aumento na
solubilizacédo aparente do farmaco e melhorou o seu perfil de dissolucédo, sendo uma
estratégia interessante para a liberacdo rapida do farmaco. Estudo semelhante foi
relatado por Patel e Rajput (2009), onde os complexos de inclusdo de CIL-dimetil-
beta-ciclodextrina (1:3), preparados pelo método de co-precipitacdo, resultaram em
um aumento de 2,10 vezes na taxa de absorcdo e de dissolucdo em comparacao
com a apresentacdo comercial de CIL (Pletoz® 50 mg) e aumento de 2,97 vezes em
relacdo ao CIL puro.

Pund, Shete e Jagadale (2014) demonstraram que nanoemulsdes
lipidicas de CIL apresentaram aumento na solubilidade em Tween® 80 de 8,00 para
9,82 mg.mL%, em relacdo ao CIL puro. Para a eficiéncia de dissolucgéo, foi observado
um aumento de 20,0%, em 45 minutos, para 83,3%, em aproximadamente 30

minutos, também em relacdo ao CIL puro.

3.3 Nanoparticulas poliméricas como sistemas de liberacdo modificada de

farmacos

A nanotecnologia farmacéutica € uma area das ciéncias farmacéuticas
direcionada ao desenvolvimento, a caracterizacdo e a aplicagdo de sistemas
terapéuticos em escala nanométrica. O estudo desses sistemas tem sido realizado
com o objetivo de direcionar e/ou controlar a liberagdo de inumeros farmacos
(SAKATA et al., 2007).

Essa tecnologia surgiu a partir de 1960, resultante do elevado
desenvolvimento da microencapsulacédo, técnica de transformacdo de liquidos
(polimeros e outras substancias) em pos com tamanhos de particulas micrométricos.
A microencapsulacdo j4 apresentava um amplo potencial em diversas industrias,
como, por exemplo, na area alimenticia, téxtil, farmacéutica e cosmética, pela

protecdo que confere as substancias labeis e volateis (MARQUES et al.,2009).
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Entretanto, foi no final da década de 1960 que Peter Paul Speiser desenvolveu as
primeiras nanoparticulas. Embora seu objetivo inicial fosse a liberagdo sustentada a
partir de nanocapsulas, com o propdsito de permitir a administracdo intravenosa,
Speiser centrou-se no desenvolvimento de nanoparticulas para fins de vacinacéo e
ndo para a liberacédo de farmacos (KREUTER, 2007).

Atualmente, a nanotecnologia farmacéutica compreende a investigacao de
diferentes sistemas nanoestruturados como: nanoparticulas  poliméricas,
nanoparticulas lipidicas solidas, lipossomas e nanoemulsdes; além de se interessar
pela consequente aplicacdo desses sistemas como dispositivos carreadores de
farmacos, proteinas, genes e vacinas. A versatilidade, a flexibilidade e a
adaptabilidade dos sistemas de liberacdo nanoestruturados sdo algumas das
vantagens dessa tecnologia, que tém provado seus beneficios na éarea
médica/farmacéutica, principalmente no aumento da adesdo a terapéutica pelos
pacientes (LU et al., 2004).

Essa area de estudo, de intensa pesquisa nos ultimos anos, investe no
controle da liberacdo de farmacos em sitios especificos de acéo, inclusive usando
vetores que permitam a otimizacdo da velocidade de liberagdo e o regime
posologico.

As nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém sido alvo
de grande interesse dos pesquisadores, devido as suas potencialidades terapéuticas
e a maior estabilidade nos fluidos biol6égicos e durante o armazenamento
(SCHAFFAZICK et al.,2003).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam diametro inferior a 1 um. O termo nanoparticula inclui as nanocépsulas
e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizagao
estrutural (Figura 6). As nanocapsulas apresentam um invélucro polimérico ao redor
de um nucleo oleoso, onde o farmaco pode estar dissolvido nesse nucleo e/ou estar
aderido a superficie da particula na parede polimérica. Em contrapartida, as
nanoesferas sdo destituidas de 6leo em sua composicéo, sendo formadas por uma
matriz polimérica, na qual o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (PUISIEUX et
al.,1994).
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Figura 6: Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas
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Fonte: Adaptado de KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010

As nanoparticulas sédo capazes de proteger o farmaco da degradacdo
(estabilidade fisica durante o armazenamento e nos fluidos bioldgicos) e promover
vantajosas propriedades in vivo, como o aumento da sua absor¢cdo, a maior
capacidade de ultrapassar barreiras bioldgicas, a distribuicdo diferenciada e
otimizada. Dessa forma, podem ser direcionadas para células e tecidos especificos
(macréfagos, células tumorais, cérebro, etc.), uma vez que a superficie e a carga
superficial podem ser modificadas pela insercdo de determinados ligantes, como,
por exemplo: anticorpos, tensoativos, polimeros, entre outros. Assim, séo estratégias
de alto desempenho para prolongar a liberagcdo do farmaco e, consequentemente,
potencializar o tempo de meia-vida nos compartimentos bioldgicos (OPPENHEIM,
1981;: ALLEMAN et al., 1993).

O preparo baseia-se na razdo farmaco/polimero adequada a obtencéo de

uma eficiéncia de encapsulacéo elevada e toxicidade reduzida. Em regra, a escolha
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de um método de preparagdo é determinada pelas caracteristicas de solubilidade da
substancia terapeuticamente ativa (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998;
VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

A escolha da formulacao ideal exige uma analise prévia de forma criteriosa
de alguns fatores como, por exemplo, a natureza do farmaco, a estabilidade, a
solubilidade, a velocidade de liberacdo desejada e o alvo terapéutico, bem como,
avaliar o meétodo de sintese e da modificacdo estrutural necessaria ao
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas carreadoras de farmaco (KUMARI;
YADAYV; YADAYV, 2010).

Segundo Pinto Reis et al. (2006) e Souto et al. (2012), sdo muitos o0s
métodos relatados na literatura para o preparo de sistemas constituidos por
nanoparticulas poliméricas, que podem ser classificados baseando-se na
polimerizacdo de monémeros ou no uso de polimeros pré-formados. A metodologia
de polimerizacdo ndo é amplamente utilizada, pois pode formar polimeros né&o
biodegradaveis e ainda, levar a toxicidade da formulacdo por meio da presenca de
moléculas residuais (PINTO REIS et al., 2006).

Os métodos de preparacdo de nanoesferas a partir de polimeros pré-
formados, como poliésteres alifaticos, sao particularmente adaptados para
incorporar farmacos lipofilicos. Os mesmos oferecem maior rendimento e sao de
facil controle (SEVERINO et al.,, 2011). Podem ser divididos em: emulsificacao-
evaporacdo do solvente, emulsificagdo-difusdo do solvente, salting-out,
nanoprecipitacdo, didlise e tecnologia do fluido supercritico (NAGAVARMA et al.,
2012).

Dentre os diversos métodos de obtengcdo de nanocapsulas, destaca-se o
método de deposicao interfacial do polimero pré-formado, estabelecido e descrito
por Fessi e colaboradores (1989). Baseia-se na dissolucdo do farmaco, polimero,
Oleo e tensoativo em um solvente organico miscivel em agua constituindo a fase
organica, a qual é transferida, sob agitacdo vigorosa, em uma fase aquosa contendo
um tensoativo hidrofilico. A réapida difusdo do solvente faz com que ocorra a
diminuicdo da tensao interfacial entre as fases levando a formacédo de pequenas
goticulas de solvente orgénico, devido ao aumento da area de superficie.
Finalmente, o solvente organico que deve ser de facil remocéo, € evaporado por
pressao reduzida e a suspensao é concentrada através da evaporacao de parte da
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agua. A acetona tem sido empregada como solvente organico de escolha para tais
preparacoes.

As nanocapsulas formadas por este método apresentam tamanho meédio
entre 200 e 350 nm (GUTERRES et al., 2007), caracteristica fundamental para o
transporte de forma eficiente na corrente sanguinea (GUPTA e KOMPELLA, 2006).

Em resumo, os fatores que influenciam o tamanho das nanocapsulas
poliméricas sdo: a concentracdo e a natureza quimica do polimero, do farmaco, do
O0leo e do tensoativo e, finalmente, o método de preparacdo. Quanto maior a
afinidade do 6leo com o farmaco, maior o percentual de encapsulagdo e menor a
tendéncia de problemas de instabilidade dos sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003;
GUTERRES et al., 2007; MORA-HUERTAS et al., 2010). E de extrema importancia
gue o Oleo, além de ser compativel com a substancia ativa, ndo interaja com o
polimero (GUTERRES et al., 2000).

Entre os 6leos utilizados, os triglicerideos dos acidos céprico/caprilico sado os
mais empregados, devido a sua biocompatibilidade e solubilidade de grande escala
de farmacos. Outros 6leos como, por exemplo, girassol, soja, benzoato de benzila,
alcool benzilico, acido oleico e oleato de etila séo boas alternativas de uso, embora
nao muito frequentemente utilizados (MORA-HUERTAS et al., 2010). Outros estudos
vém sendo realizados com o uso do Gleo de oliva, semente de uva, rosa mosqueta
e, mais recentemente, o 6leo de coco (SANTOS et al., 2014).

Quanto aos polimeros, devem ser biocompativeis e biodegradaveis. Podem
ser de origem natural, como: albumina, gelatina, quitosana e colageno; ou sintéticos,
como: poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA),
poli(e-caprolactona) (PCL), polietilenoglicol (PEG), entre outros. Os naturais
possuem a desvantagem relacionada ao grau de pureza, alto custo de obtencgéo
(JAIN, 2000) e risco de contaminacdes (LEE et al., 2007).

Polimeros biodegradaveis sdo aqueles que sofrem degradacdo quimica
in vivo, por hidrolise ou agdo enzimatica, dando origem a produtos atoxicos e
biocompativeis capazes de ser metabolizados e excretados pelas vias fisiolégicas
normais (SALTZMAN, 2001; COIMBRA, 2010).

A PCL, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 7, € um poliéster
alifatico de cadeia linear, semicristalino e de carater hidrofébico. Possui boas
propriedades mecéanicas e apresenta facilidade em formar blendas com outros

polimeros. Apesar das suas propriedades promissoras, possui uma baixa
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temperatura de fusdo (59 - 64°C), o que pode gerar problemas durante o
processamento (AMASS et al, 1998; WESSLER, 2006; MARIANI, 2010; SOLOMAO,
2011).

Figura 7: Estrutura quimica da poli(e-caprolactona) — PCL

A degradacédo da PCL ocorre por hidrélise de suas ligacdes ésteres, sendo
os produtos de degradacdo completamente aproveitados pelo metabolismo
(REZWAN et al., 2006, PINTO, 2007). Entretanto, em relacéo a polimeros como PLA
e PLGA, sua lenta degradacdo devido a sua elevada hidrofobicidade dificulta a
penetracdo da agua nas cadeias poliméricas (NAIR; LAURECIN, 2007). Possui
menor custo de producdo e promove a liberacdo de farmacos por um periodo mais
prolongado (AL HAUSHEY et al., 2007).

O PLGA (Figura 8) € um copolimero sintético formado a partir de monémeros
de é&cido latico e é&cido glicdlico, em diferentes proporcdes. E um poliéster
relativamente hidrofobico, instavel na presenca de umidade, biocompativel e
biodegradavel a subprodutos atoxicos, produzido a partir de recursos renovaveis
(ROBINSON, 1995). Necessita de um menor tempo para sua completa degradacao,
através de hidrdlise, implicando em menor probabilidade de reacbes adversas
(ERBETTA, 2009). Seus metabdlitos séo totalmente reabsorvidos pelo organismo ao
serem incorporados nas rotas metabdlicas (DANHIER et al.; 2012).
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Figura 8: Estrutura quimica do polimero poli (D,L-acido latico-co-acido glicélico) — PLGA
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A cristalinidade do PLGA ¢ influenciada pelos isbmeros moleculares e pela
razdo molar dos &cidos latico e glicdlico envolvidos em sua composicao, que
estando na razdo molar 50:50, apresentam carater amorfo e, consequentemente,
sao hidrolisados mais rapidamente em relacdo ao padrao cristalino (DANHIER et al.;
2012).

Por essas razdes, as pesquisas de nanoparticulas com PLGA envolvidas no
carreamento de farmacos como, antifungicos (VAN DE VEM et al., 2012),
antitumorais, hormonios, psicotropicos, entre outros, tém despertado grande
interesse no campo farmacéutico (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Entretanto, farmacos em sistemas nanoparticulados podem defrontar-se com
uma barreira fisiolégica, que resulta na rapida ligacdo das proteinas plasmaticas a
superficie das nanoestruturas administradas, fenbmeno esse, da opsonizacdo. O
mecanismo de defesa ocorre pelo reconhecimento de tais estruturas consideradas
estranhas ao organismo para posterior fagocitose por meio da captacdo dos
carreadores por células do sistema fagocitario mononuclear, levando a uma rapida
depuracdo das nanoparticulas da circulacdo sanguinea (GREF et al., 1994). Assim,
muitas técnicas tém sido desenvolvidas para modificar a superficie de
nanoparticulas com o objetivo de diminuir, retardar ou até mesmo eliminar a
adsorcdo as proteinas plasmaticas e, consequentemente prolongar o tempo de
circulacdo das nanoparticulas no organismo (GREF et al.,1994; SOPPIMATH et al.,
2001; MOSQUEIRA et al., 2001; MOGHIMI; SZEBENI, 2003; OWENS & PEPPAS,
2006).

Um meétodo que tem sido largamente usado € a modificacdo de superficie
das nanoparticulas realizada principalmente por: (l) revestimento da superficie com
polimeros hidrofilicos/tensoativos; e (Il) desenvolvimento de copolimeros

biodegradaveis com segmentos hidrofilicos, que podem reduzir as interacbes
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eletrostaticas e hidrofébicas, pelas quais as opsoninas se adsorvem a superficie das
particulas (MOSQUEIRA et al., 2001; GREF et al., 2000).

A presenca de uma cobertura feita com cadeias longas de polimeros
hidrofilicos promove uma estabilizacdo estérica das nanoparticulas, por meio de
uma camada protetora que € capaz de repelir as opsoninas do plasma por forcas
repulsivas, evitando os processos de opsonizacdo e fagocitose (KUMARI et al.,
2010; PINTO REIS et al., 2006).

Entre os polimeros com a finalidade de estabilizacdo estérica, o
polietilenoglicol (PEG) é o polimero mais comumente utilizado para promover a
modificacdo da superficie e sua férmula estrutural pode ser observada na Figura 9.
O modo de fixacdo desse polimero sobre a superficie das particulas pode, como
mencionado, envolver a adsorcéo fisica ou a ligagcdo covalente com o polimero
formador da matriz ou da parede polimérica (HANS; LOWMAN, 2002).

Figura 9: Férmula estrutural do PEG

H nOH

O PEG é utilizado em formulacdes parenterais, topicas, oftalmicas e orais. E
um polimero produzido pelo método de polimerizacdo catalitica heterogénea, a partir
de mondmeros de Oxido de etileno. Em formulagbes liquidas apresentam-se como
solugdes limpidas, transparentes ou ligeiramente amareladas, enquanto na forma
sélida, sdo brancos ou translicidos, de consisténcia pastosa e cerosa. Sao estaveis,
hidrofilicos, possuem cadeias flexiveis e neutralidade elétrica. Tais caracteristicas
auxiliam na prevencéao de interacdes com componentes bioldgicos, como as células
do sistema fagocitico mononuclear (GREF et al.,1995; STORM et al.,1995). Além de
evitar o reconhecimento pelos anticorpos do organismo, a presenca de PEG na
superficie das nanoparticulas (Figura 10) prolonga o tempo desses sistemas na
circulacao sistémica, podendo otimizar as respostas terapéuticas (MOSQUEIRA et
al., 2001; HANS; LOWMAN, 2002).
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Figura 10: Representacdo esquematica de nanocapsula polimérica com cadeias de PEG em sua
superficie

PEG

PAREDE POLIMERICA

® CAVIDADE OLEOSA

» FARMACO

Fonte: Adaptado de Almeida, 2010

Em relacdo aos tensoativos anionicos, os mais utilizados séo os polissorbato
20, 40, 60 e 80, e possuem caracteristicas anfifilicas que diminuem a tenséo
superficial entre particula e célula permitindo um maior contato entre ambas. Na sua
maioria promove a liberacdo da nanoparticula em sitios-alvo, portanto, sdo também
modificadores superficiais para nanoparticulas (KREUTER et al., 2007).

Considerando o potencial da nanotecnologia farmacéutica em solucionar
problemas relacionados aos farmacos, especialmente no que se refere aos
inconvenientes da terapia com o CIL, o presente projeto propde o desenvolvimento
de nanocapsulas poliméricas a fim de otimizar o tratamento da claudicacéo

intermitente em pacientes com DAOP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

= Agitador magnético com aquecimento (SOLAB, modelo SL-91, Piracicaba,
Brasil);

» Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil);

» Balanca termogravimétrica (SHIMADZU, modelo TGA-50, Quioto, Jap&o);

= Bomba de vacuo (FISATOM, modelo 830, Sdo Paulo, Brasil);

= Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21Gll, Téquio,
Japao);

» Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sdo Paulo, Brasil);

= Difratbmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japao);

= Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japéo);

» Espectrometro de auto-correlacdo a laser (MALVERN INSTRUMENTS,
modelo Zetasizer Nanoseries ZS90, Malvern, Reino Unido);

» Estufa a vacuo (TECNAL, modelo TE 395, Piracicaba, Brasil);

= Evaporador rotativo (FISATOM, modelo 801, Sao Paulo, Brasil);

= Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (MERCK-HITACHI, modelo Lachrom
D-7000, Toquio, Japéo);

» Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao);

» Microscopico eletrdnico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX-550, Quioto,
Japéo);

= Microscoépio eletrdnico de transmissdo (JEOL, modelo JEM 1200 EX-II,
Toquio, Japéo)

= Sistema de ultrapurificacdo de agua (Milli-Q®, MILLIPORE, Bedford, Estados
Unidos);

= Potenciémetro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 221,

Séo Paulo, Brasil).
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4.2 Reagentes e solventes
4.2.1 Farmaco

e Cilostazol (CIL) - C20H27NsO2, 369,46 g.mol? (100,1% de pureza, IPCA

Laboratories Limited, Mumbai, india).

4.2.2 Polimeros

e Poli(e-caprolactona) (PCL, Mw 10.000-14000 g.molt, SIGMA-ALDRICH,
St. Louis, MO, Estados Unidos);

e Poli (D,L-acido latico-co-acido glicolico) (PLGA, VW 76.000-115.000 g.mol?,
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, Estados Unidos);

e Polietilenoglicol (PEG, Mw 5.400-6.600 g.molt, CROMATO PRODUTOS
QUIMICOS, Diadema, Brasil).

4.2.3 Agua Purificada

Para a elaboracdo das suspensdes de nanocdpsulas, determinacdo do
tamanho de particula e potencial zeta foi empregada agua ultrapura, obtida por meio
do Milli-Q® (MILLIPORE, Bedford, Estados Unidos).

4.2.4 Solventes e demais reagentes

e Acetona P.A (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

e Acetonitrila grau HPLC (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, Estados Unidos);

e Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (SIGMA-ALDRICH,
St. Louis, Estados Unidos);

e Metanol grau HPLC (EMD CHEMICALS INC., Darmstadt, Alemanha);

e Monooleato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, DELAWARE,
Porto Alegre, Brasil);

e Monooleato de sorbitano (Span 80®, OXITENO, Maud, Sao Paulo);
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e Triglicerideos dos &cidos caprico /caprilico (FOCUS QUIMICA, Sdo Paulo,

Brasil).

4.2.5 Qutros materiais

e Membranas de ultrafiltracdo (Amicon® Ultra-0,5 mL 10K, MILLIPORE,
Bedford, MA, Estados Unidos);

e Filtro para seringa de PTFE (0,45 um x 25 mm, Cromafil®, Xtra, MACHEREY-
NAGEL GNBH & CO. KG, Duren, Alemanha).

4.3 Desenho experimental

A pesquisa iniciou com a obtencdo das suspensdes de nanocapsulas
poliméricas. Para a determinacdo quantitativa do CIL incorporado nas
nanoparticulas poliméricas foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), previamente validado, avaliando a eficiéncia de incorporacéo do
farmaco. As nanoparticulas poliméricas foram caracterizadas por meio de estudos
morfolégicos e espectroscopicos. A estabilidade das nanoparticulas poliméricas foi
investigada por meio de caracteristicas fisico-quimicas. As etapas descritas estdo

esquematizadas no fluxograma da Figura 11.
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Figura 11: Fluxograma das etapas realizadas no desenvolvimento da pesquisa

OBTENCAO DAS SUSPENSOES DE
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DETERMINACAQ
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DE . ESPECTROSCOPIA NO
ENCAPSULACAO INFRAVERMELHO (IVTF)

_‘AVALIAC&D DA ESTABILIDADE

4.4 Procedimento experimental

4.4.1 Obtencgéo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

As suspensbes de nanocapsulas obtidas a partir dos polimeros
poli(e-caprolactona) (PCL), poli(D,L-acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e de
blendas com polietilenoglicol (PEG), PCL-PEG e PLGA-PEG contendo CIL foram
preparadas pelo procedimento de deposicdo interfacial do polimero pré-formado
(Figura 12) desenvolvido e descrito por Fessi et al (1989). Resumidamente, o

polimero ou blenda polimérica foi solvatado em acetona em presenca de
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Span 80® CIL (em diferentes concentracdes) e triglicerideos dos A&cidos
caprico/caprilico (TCC), constituindo assim a fase organica. Em seguida, foi gotejado
lentamente na fase aquosa contendo Tween 80®, previamente preparada e mantida
sob agitacdo magnética vigorosa e temperatura controlada de 40 °C. A agitacéo
magnética foi mantida por mais 10 minutos apés o término do gotejamento e o
solvente organico foi, entdo, eliminado por rotaevaporagéo, atingindo um volume
final de 10 mL e concentracéo de CIL de 1,0 mg.mL* (NC-1), 2,0 mg.mL? (NC-2) e
3,0 mg.mL? (NC-3). Para fins comparativos, foi preparada uma suspensdo de

nanocapsulas sem a adi¢do do farmaco (NC-0), como controle negativo.

Figura 12: Representacdo do método de obtenc¢&o das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

a) Preparo da fase organica; b) método: deposi¢éo interfacial do polimero pré-formado;
c) rotaevaporagdo; d) suspenséo de nanocapsulas poliméricas

Todas as formulagbes foram preparadas em triplicata. As composi¢cfes das

formulacdes estéo indicadas na Tabela 1.



Tabela 1: Composicao das formulagfes das suspensées de nanocapsulas poliméricas

40

Fase Organica

Fase aquosa

Formulagao ((ZIL PCL PLGA PEG TCC Acetona Sg’o%” T"é’g@’;’” 5 lﬁig#caa da
9 (@ 9 (9 (9 (mL) ) @) (mL)
NCO-PCL* - 0,100 - - 0,300 27 0,077 0,077 53
NC1-PCL?2 0,01 0,100 - - 0,300 27 0,077 0,077 53
NC2-PCL? 0,02 0,100 - ~ 0,300 27 0,077 0,077 53
NC3-PCL?2 0,03 0,100 — - 0,300 27 0,077 0,077 53
NCO-PCL/PEG* - 0,075 - 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53
NC1-PCL/IPEG® 0,01 0,075 - 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53
NC2-PCL/PEG® 0,02 0075 - 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53
NC3-PCL/PEG?® 0,03 0,075 - 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53
NCO-PLGA? — - 0,100 - 0,300 27 0,077 0,077 53
NC1-PLGA* 0,01 - 0,100 - 0,300 27 0,077 0,077 53
NC2-PLGA* 002 - 0100 - 0,300 27 0,077 0,077 53
NC3-PLGA* 003 - 0100 - 0,300 27 0,077 0,077 53
NCO-PLGA/PEG* — — 0,075 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53
NC1-PLGA/PEG® 0,01 - 0,075 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53
NC2-PLGA/PEG® 0,02 - 0,075 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53
NC3-PLGA/PEG® 0,03 - 0,075 0,025 0,300 27 0,077 0,077 53

controle negativo das nanocapsulas poliméricas; 2nanocépsulas de poli(s-caprolactona);
3nanocapsulas de poli(e-caprolactona) com polietilenoglicol; “nanocapsulas de poli(D,L-acido latico-co-

4cido glicdlico); *nanocapsulas de poli(D,L-acido latico-co-acido glicélico) com polietilenoglicol
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4.4.1.1 Obtencao das misturas fisicas

As misturas fisicas entre os polimeros utilizados e o CIL foram preparadas
para um estudo de caracterizacdo comparativo com as formulacbes de
nanocapsulas desenvolvidas. Essas misturas foram constituidas na proporcdo, em
massa, de 1:1 (CIL:PCL e CIL:PLGA) e 1:1:1 (CIL:PCL:PEG e CIL:PLGA:PEG).

4.4.2 Determinacado do cilostazol incorporado as nanocapsulas poliméricas e

eficiéncia de encapsulacao

A quantificacdo do CIL encapsulado nas nanoparticulas foi realizada pelo
método indireto, o qual determina a concentracdo de farmaco ndo associado ao
sistema carreador no ultrafitrado das suspensdes de nanocapsulas poliméricas,
apos o procedimento de ultrafiltracdo/centrifugacdo (HITACHI, Himac CR21Gll), a
2200 xg durante 30 minutos, em dispositivo Amicon® (10.000, MILLIPORE). As
amostras foram analisadas por CLAE, em triplicata. A eficiéncia de encapsulacao

(EE%) foi calculada a partir da Equacéo 1:

CIL: : . —CIL:
EE% = méﬁiiciuihwe X 100 (Equacao 1)

Onde, ClLinicial corresponde a concentragdo do farmaco adicionada
inicialmente a formulacdo e, ClLlivre, a concentracdo de CIL nado incorporado as
nanocapsulas, quantificadas por CLAE. Os valores de EE% foram expressos como

média £ DP.
4.4.2.1 Desenvolvimento e validagdo do método analitico por CLAE
O método analitico por CLAE foi desenvolvido e validado para quantificar o

CIL incorporado nas nanocapsulas. Foi utilizado para a determinacdo do teor do

farmaco encapsulado e avaliacdo da eficiéncia de encapsulacao das formulagdes.
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4.4.2.1.1 Equipamentos e condi¢bes cromatograficas

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas em cromatografo MERCK-HITACHI (Lachrom D-7000), equipado com
detector de UV L-74000, bomba L-7100, degaseificador e injetor manual Rheodyne
(volume de injecao: 20 L), controlado por software Chromquest. As amostras foram
injetadas com seringa de 100 uL (HAMILTON, Microliter 710).

Foi utilizada uma coluna analitica de fase reversa GL Sciences Inertsil®
ODS3 (150 mm x 4.6 mm, 5 pm) e uma pré-coluna GL Sciences Inertsil® ODS3
(10 mm x 4 mm, 5 pm), mantidas a temperatura ambiente. A elui¢do foi realizada de
modo isocratico, fase movel constituida de acetonitrila:agua (47:53 v/v) e vazéao de

1,0 mL.min't. O tempo de andlise foi de 10 minutos e a deteccdo ocorreu em

254 nm.

4.4.2.1.2 Validacdo do método para a quantificacdo do cilostazol incorporado as

nanocapsulas

A validacdo do método analitico por CLAE foi realizada segundo os critérios
propostos pelo International Conferenceon Harmonization of Technical
Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e
pela Resolucdo 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003). Os parametros
avaliados foram: especificidade, linearidade, limites de deteccdo e de quantificagcéo,
precisao, exatidao e robustez.

A especificidade foi determinada pela analise dos cromatogramas obtidos
para as suspensdes de nanocapsulas sem CIL (controle negativo) e para as
suspensdes contendo o farmaco, com o objetivo de confirmar se 0s outros
componentes da formulagéo néo interferiram na quantificagdo do farmaco.

Para o estudo da linearidade, foram elaboradas trés curvas analiticas nas
concentracdes de 10,0; 25,0; 40,0; 55,0 e 70,0 ug mL* de CIL, em uma mistura de
acetonitrila:dgua (47:53 v/v). A equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r)
foram determinados com base no calculo de regressdo linear de minimos

guadrados.
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O limite de detecc¢ao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados
pelas equagdes 2 e 3 (ICH, 2005):

3,33xDP

LD = T (Equagéo 2)
10xDP

LQ — T (Equacéo 3)

Sendo, LD, o limite de deteccao; LQ, o limite de quantificacdo; DP, o desvio
padrdo da curva analitica; e S, o coeficiente angular.

A precisédo foi comprovada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi realizada a partir da analise de seis amostras independentes, na
concentracdo de 20,0 pg.mL?, no mesmo dia e nas mesmas condicdes
experimentais. Para a avaliacdo da precisdo intermediaria as amostras
(20,0 pg.mL?t) foram analisadas em trés dias consecutivos, em triplicata. Os
resultados foram expressos como desvio padrao relativo (DPR) intra-dia e inter-dia.

A exatidao foi determinada calculando a porcentagem de recuperacédo do
CIL em trés niveis de concentracdo, baixo, intermediario e alto (20,0; 35,0 e
50,0 pg.mL1) em triplicata. O valor da concentracdo média obtida foi comparado
com o valor tedrico, considerado 100%.

Para o estudo da robustez, foi variada a vazao para 0,995 e 1,005 mL.min?,
em triplicata. Os resultados foram analisados por meio do DPR e comparados com

seis valores obtidos para a condicéo padréo.

4.4.2.1.3 Analise estatistica da validacdo do método analitico por CLAE

A andlise estatistica foi realizada por Analise de variancia (ANOVA), teste
t-student e analise de residuos, utilizando software Statistica 8.0 (Statsoft, Inc.).
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4.4.3 Caracterizacao das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

4.4.3.1 Determinacéo do pH

A determinagéo do pH foi realizada em potenciometro digital previamente
calibrado com solugcdes tampéao pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensdes coloidais,
apos a preparacao. Os resultados representam a média de trés amostras diferentes.

4.4.3.2 Determinacéo do diametro médio e do potencial zeta

O tamanho médio de particula e o indice de polidisperséao (distribuicdo de
tamanho) foram medidos (n = 3) por espectroscopia de correlacédo de fotons apds a
diluicdo de uma aliquota de suspensdo de nanocapsulas em &gua ultrapurificada
(1:500 v/v). As medidas foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano
Series ZS90 (MALVERN INSTRUMENTS). No mesmo equipamento, o potencial zeta
foi determinado por meio da técnica de mobilidade eletroforética, com o mesmo

preparo de amostras para a analise do tamanho de particula.

4.4.3.3 Andlises morfologicas e de superficie por microscopia eletrdnica de

transmissao (MET)

Uma aliquota de 5uL da suspensdo de nanoparticulas foi colocada sobre
uma tela de parlodio e levada para secar em estufa a temperatura de 30 °C durante
aproximadamente 10 minutos. As nanoparticulas foram examinadas em microscopio
eletrénico de transmissao (JEOL, modelo JEM 1200 EX-II).

4.4.3.4 Andlises morfologicas e de superficie por microscopia eletronica de
varredura (MEV)

A avaliacdo morfologica e de superficie das nanocapsulas foi realizada em
microscopico eletronico de varredura SSX-550 Superscan (SHIMADZU). As
amostras foram fixadas em suporte metalico e levadas a estufa a vacuo (TECNAL,
modelo TE 395). Apos, foram submetidas a metalizacdo com ouro no equipamento
IC-50 lon Coater (SHIMADZU). As fotomicrografias foram obtidas empregando
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voltagens de aceleracdo de 10 ou 15 kV e registradas por meio da utilizacdo de

software especifico.

4.4.3.5 Analise por difracdo de raios X (DRX)

As suspensfes de nanocapsulas poliméricas foram depositadas sobre
laminula de vidro e secas em temperatura ambiente. O CIL, os polimeros puros e as
misturas fisicas ndo receberam tratamento prévio a analise. Na sequéncia, as
amostras foram examinadas em difratdbmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima
IV), scan de 2°.min"! e 20 de 5° a 80°, radiacdo Ka de cobre (A=1.5418A), corrente de
40 mA e voltagem 30 kV, para a observacdo de possiveis picos indicativos de
cristalinidade.

4.4.3.6 Avaliacao por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(IVTF)

As suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo CIL, ap6s serem
liofilizadas, foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho, em
pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2% m/m), no equipamento IR Prestige-21 (SHIMADZU),
32 scans.min™!, resolucédo de 4 cm=. Os espectros obtidos por infravermelho com
transformada de Fourier das amostras preparadas foram avaliados frente aos
espectros do farmaco puro, dos polimeros de partida e das respectivas misturas

fisicas.

4.4.4 Estudo de estabilidade

As suspensbes de nanocapsulas poliméricas foram armazenadas a
temperatura ambiente (25 °C) e protegidas da luz em frascos ambar, as quais foram
monitoradas durante dois meses de armazenamento pelas determinacdes de pH,
tamanho médio de particula, indice de polidispersao (IPD) e potencial zeta.

Os resultados obtidos apdés 60 dias foram comparados aos valores

encontrados logo apds a preparacgéao.
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4.4.4.1 Analise estatistica do estudo de estabilidade

As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA seguida do teste
t-student. Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo relativo
(DPR). Um valor de p< 0,05 foi considerado como indicativo de significancia. Todos
os testes foram realizados usando o programa Graph Pad Prism versdo 5.00
(San Diego, CA, EUA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

As suspensBes de nanocapsulas poliméricas obtidas apresentaram
macroscopicamente o aspecto de um liquido leitoso e opalescente com reflexo
azulado, relacionado ao movimento browniano das estruturas coloidais (Efeito
Tyndall) em acordo com os resultados previamente relatados para outros sistemas
nanoparticulados (SCHAFFAZICK et al, 2003; MORA-HUERTAS; FESSI,
ELAISSARI, 2010).

5.2 Determinacdo do cilostazol encapsulado as nanocapsulas poliméricas e

eficiéncia de encapsulacao (EE)

Durante o desenvolvimento e validagdo do método analitico por CLAE para
quantificacdo do CIL presente nas nanocépsulas, foram testadas diferentes fases
moveis empregando metanol e 4gua e acetonitrila e 4gua, com base nos métodos
descritos na literatura (FAYED, et al., 2007; JOTI et al.,, 2011; UMA DEVI et al.,
2012). Diversos sistemas de gradiente e tempos de analise foram testados, como
também varias propor¢des no modo isocratico. O melhor resultado foi obtido com a
fase movel de acetonitrila:agua (47:53 v/v) e vazédo de 1,0 mL.mint. O tempo de

analise foi de 10 minutos e o tempo de retengao de 6,33 minutos (Figura 13).
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Figura 13: Cromatograma do CIL (20 pg.mL1)
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5.2.1 Validacdo do método

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar por um processo de avaliacdo
denominado validacdo, que garante a confiabilidade e rastreabilidade dos resultados
(RIBANI, et al., 2004).

5.2.1.1 Especificidade

A especificidade avalia o grau de interferéncia de outras substéancias, como
outros farmacos, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo. Garante que o
tempo de retencdo seja exclusivamente do analito de interesse, de modo a néo
comprometer a linearidade, a precisao e a exatiddo (RIBANI, et al., 2004).

Foi avaliada por meio de analises comparativas entre 0os cromatogramas
da suspensdo de nanocapsulas poliméricas sem CIL (NCO-PCL/PEG e
NCO-PLGA/PEG) e das suspensdes com CIL e os polimeros PCL/PEG e

PLGA/PEG, como ilustrado nas Figuras 14 e 15, respectivamente.



Figura 14: Cromatograma das formulac6es NC1-PCL/PEG (A) e NCO-PCL/PEG (B)
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Figura 15: Cromatograma das formulagées NC3-PLGA/PEG (C) e NCO-PLGA/PEG (D)
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Comparando os cromatogramas obtidos (Figura 14 e 15), demonstrou-se a

especificidade do método, sem apresentar interferentes no tempo de retencdo do

analito, em concordancia com as especificacdes oficiais (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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5.2.1.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico corresponde a capacidade do método
em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracao da substancia em
andlise dentro de um determinado intervalo (BRASIL, 2003).

As curvas analiticas foram lineares no intervalo de 10 a 70 ug.mL?t. A
equacao da reta representativa da linearidade foi y = 44301x + 10973 (n = 3,
r =0,9989) (Figura 16).

Figura 16: Representagdo grafica da curva analitica média para a determinacdo do CIL obtida em
CLAE (A = 254 nm) em acetonitrila 47%
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De acordo com o Analytical Methods Committee (AMC), um valor de
coeficiente de regressao proximo a 1,00 ndo €, necessariamente, o resultado de
uma relacdo linear e, em consequéncia, o teste para a falta de ajuste que avalia a
variacdo dos valores residuais deve ser aplicado. A andlise de variancia (ANOVA)
para a linearidade do método estd apresentada na Tabela 2. O valor de F para a
falta de ajuste foi menor que o valor de F tabelado para o intervalo de 95% de

confianga (a = 0,05). Dessa forma, a regresséo linear ndo mostrou falta de ajuste.
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Tabela 2: Resultados obtidos por ANOVA para linearidade do método analitico

ss DF MS F Ftab
Modelo 1,3247 x 103 11,3247 x 10%3 6609,851 4,67
Residuo 2,6054 x 10%° 13 2,0042 x 10° Linear -
zj‘t'ft‘ede 1,3222 x 101 3 4,4074 x 10° 3,434774 3,71
Erro puro 1,2832x10° 10  1,2832x10°  NAohafaltade -

ajuste

SS: soma dos quadrados dos residuos; df: graus de liberdade; MS: quadrados médios dos residuos;
F: valor doteste F; Ftab: valor de F tabelado

5.2.1.3 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

O LD é a menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode
ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada. JA o LQ representa a
menor quantidade presente em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatidao aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas
(BRASIL, 2003).

Os valores obtidos para o LD e LQ, empregando as Equacfes 2 e 3, foram
0,41 e 1,23 pg.mL™, respectivamente, indicando uma boa sensibilidade do método
para a determinacéo do CIL.

5.2.1.4 Precisao

Os resultados obtidos para a precisdo (repetibilidade e preciséo
intermediaria) estdo demonstrados na Tabela 3. O desvio padréo relativo (DPR) para
a repetibilidade foi de 0,69% e para a preciséo intermediéaria foi de 0,60%, indicando
que o método desenvolvido é preciso dentro da faixa de concentracdo e das

condi¢cbes adotadas.
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Tabela 3: Resultados obtidos para os ensaios de precisao na analise do cilostazol

Concentracao Conce_ntrag:a? DPR
tedrica (ug.mL™?) experimenta (%)
' (ug.mL 1+ DP)

Repetibilidade (n = 6) 20,0 19,80+ 0,14 0,69
Precisao intermediaria

Dial(n=3) 20,0 19,80 + 0,09 0,46

Dia2 (n=3) 20,0 19,78 £ 0,12 0,63

Dia3(n=3) 20,0 19,63 + 0,15 0,70

Média + DP (n = 9) 19,74 + 0,12 0,60

DP: desvio padréo e DPR: desvio padréo relativo

5.2.1.5 Exatidao

A exatiddo foi verificada como porcentagem de recuperagdo e DPR da
concentracdo média do analito em trés diferentes concentracdes (20,0; 35,0; e
50,0 pg.mL?). Os resultados obtidos (Tabela 4) foram satisfatérios, pois as
porcentagens de recuperacdo ficaram entre 99,94 e 101,86%, estando em

conformidade com os limites estabelecidos pelas normas do ICH (2005).

Tabela 4: Porcentagem de recuperagéo e DPR obtidos a partir da andlise de exatiddo (n = 3)

Solucéo padrédo (ug.mL™) Recuperacéo (% + DP) DPR (%)
20,0 100,62 + 0,42 2,10
35,0 101,86 + 0,29 0,82
50,0 99,94 + 0,11 0,23

DP: desvio padréo e DPR: desvio padréo relativo
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5.2.1.6 Robustez

A robustez de um método analitico indica a confiabilidade do método frente a
pequenas variacdes dos parametros analiticos. Nao houve diferencas significativas
(p<0,05) na area sob a curva e no tempo de retencéo do CIL quando a vazao variou
para 0,995 e 1,005 mL.min? (DPR = 1,08 e 1,02%, respectivamente). Assim, 0
método demonstrou-se robusto para a substancia analisada sob as condicdes

avaliadas.

5.2.2 Determinacédo do teor de cilostazol incorporado nas nanocapsulas e eficiéncia

de encapsulacéo

Os resultados da concentracdo do farmaco incorporado as nanocapsulas
(mg.mL™1) e da eficiéncia de encapsulacéo (%) para as formulacdes estdo resumidos
na Tabela 5. Considerando o conteudo do farmaco as formulacdes apresentaram
concentracfes com valores muito préximos aos teodricos, indicando que praticamente
ndo houve perda durante sua preparacdo. Além disso, todas as formulacbes
apresentaram valores de EE superiores a 99,60%, 0 que esta relacionado a baixa
solubilidade aquosa (3,0 pg.mL?' a 25°C) do CIL (SHIMIZU et al.,1985), que

acarretou aumento da concentracao do farmaco incorporada a nanoparticula.



53

Tabela 5: Teor de cilostazol encapsulado e eficiéncia de encapsulacéo (n = 3)

Conce,n'tra(;éo CIL encapsulado
Amostras teorica 1 EE (%)
(ug.mL%) (Mg.mL™)

NC1-PCL!? 1000,0 997,05 (+ 0,22) 99,70 (+ 0,02)
NC2-PCL!? 2000,0 1996,28 (+ 0,16) 99,81 (+ 0,01)
NC3-PCL!? 3000,0 2996,17 (+ 0,16) 99,87 (+ 0,01)
NC1-PCL/PEG? 1000,0 995,17 (+ 0,15) 99,60 (+ 0,01)
NC2-PCL/PEG? 2000,0 1995,86 (+ 0,15) 99,79 (+ 0,01)
NC3-PCL/PEG? 3000,0 2996,16 (+ 0,10) 99,87 (+ 0,01)
NC1-PLGA? 1000,0 997,15 (+ 0,08) 99,71 (+ 0,01)
NC2-PLGA? 2000,0 1996,07 (+ 0,07) 99,80 (+ 0,01)
NC3-PLGA® 3000,0 2996,33 (+ 0,17) 99,88 (+ 0,01)
NC1-PLGA/PEG* 1000,0 997,01 (+ 0,04) 99,70 (+ 0,01)
NC2-PLGA/PEG* 2000,0 1997,17 (+ 0,25) 99,86 (+ 0,01)
NC3-PLGA/PEG* 3000,0 2997,31 (+ 0,05) 99,91 (+ 0,01)

Inanocapsulas de poli(e-caprolactona); 2nanocapsulas de poli(s-caprolactona) com polietilenoglicol;
%nanocapsulas de poli(D,L-acido latico-co-acido glicélico); “nanocapsulas de poli(D,L-acido latico-co-
acido glicélico) com polietilenoglicol

N&o ha relatos na literatura sobre a avaliacdo da eficiéncia de encapsulacéo
do CIL em sistemas nanoestruturados. No entanto, alguns pesquisadores
descreveram esse parametro para outros farmacos lipofilicos usando o método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado. Blouza et al. (2006) desenvolveram e
caracterizaram nanocapsulas de PCL com espironolactona para uso pediatrico em
escala laboratorial e industrial, obtendo porcentagens de EE de 96,21 e 90,56%,
respectivamente. No trabalho de Noronha et al. (2013), foram produzidas
nanocapsulas de PCL contendo a-tocoferol as quais revelaram EE variando de
75,55 a 99,97%.Em um estudo realizado por Santos et. al. (2014), em que foram
avaliadas nanocdapsulas poliméricas de clotrimazol, preparadas a partir do
Eudragit® RS 100, foram observados valores de EE acima de 99,9%.

Esse método de preparacdo, de acordo com a literatura, € um dos que
apresenta os melhores resultados para a EE alcancando valores iguais ou
superiores a 80% (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Dessa forma, as

formulacbes desenvolvidas no presente trabalho apresentaram valores condizentes
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aos estudos ja realizados, considerando as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco e o método de obteng¢do empregado.

5.3 Caracterizacdo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

Os resultados obtidos de pH, tamanho de particula, indice de polidisperséo

(IPD) e potencial zeta (PZ) podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6: Caracterizacao fisico-quimica das suspensées de nanocapsulas (n=3)

Tamanho
Amostras (mg(?rlllw_L'l) pH par?i((a:ula IPD (rz%/)
(nm)

NCO-PCL!? - 6,3+0,36 132 + 6,40 0,17+0,04 -30,5%0,69
NC1-PCL? 1,0 6,4+0,10 128 + 3,10 0,20+ 0,01 -33,7 £ 2,00
NC2-PCL? 2,0 6,3+0,10 125 + 3,60 0,20+0,08 -34,9+1,88
NC3-PCL? 3,0 6,4+0,10 128 + 2,20 0,21+£0,08 -32,3+4,38
NCO-PCL/PEG! - 6,3+0,10 137 +1,60 0,17+0,05 -36,9+2,20
NC1-PCL/PEG?® 1,0 6,1+0,10 134 + 3,70 0,22+0,01 -36,3+0,60
NC2-PCL/PEG?® 2,0 6,1+0,10 133 +4,90 0,17+0,01 -36,4%2,00
NC3-PCL/PEG?® 3,0 6,3+0,10 130+ 0,80 0,18+0,01 -37,6+1,50
NCO-PLGA! - 6,2 +0,20 122 + 2,00 0,20+ 0,06 -34,3+2,30
NC1-PLGA* 1,0 6,0+0,10 124 + 1,50 0,18+0,02 -38,3+3,60
NC2-PLGA* 2,0 6,4+0,20 121 + 0,50 0,18+0,01 -34,5+0,70
NC3-PLGA* 3,0 6,3 + 0,07 125+ 2,30 0,19+0,05 -38,7+0,50
NCO-PLGA/PEG! - 6,4+ 0,02 122 +1,70 0,17+0,06 -36,4+1,76
NC1-PLGA/PEG® 1,0 6,1 +0,10 123 + 3,60 0,17 +£0,02 -36,0+2,30
NC2-PLGA/PEG® 2,0 6,2 +0,01 126 + 2,80 0,20£0,04 -32,9+3,00
NC3-PLGA/PEG® 3,0 6,1 +0,10 128 £1,50 0,17 £0,02 -35,7+1,60
lcontrole negativo das nanocapsulas poliméricas; 2nanocapsulas de poli(e-caprolactona);

Snanocapsulas de poli(s-caprolactona) com polietilenoglicol; “nanocapsulas de poli(D,L-acido latico-
co-&cido glicolico); ®nanocapsulas de poli(D,L-acido latico-co-acido glicolico) com polietilenoglicol

As concentragées utilizadas do farmaco variaram de 0 a 3,0 mg.mL* e ndo

interferiram nos parametros avaliados para suspensfes de nanocapsulas
poliméricas de PCL e PLGA, e blendas de PCL/PEG e PLGA/PEG. O pH apresentou
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valores entre 6,0 e 6,4 para todas as formulacdes. A composi¢ao dos polimeros PCL
e PLGA contribuiu para a obtencdo de suspensdes de caréater acido visto a presenca
do grupo éster (DURAN et al., 2006). Todas as formulacBes preparadas
apresentaram particulas com tamanhos adequados, inferiores a 137 nm,
caracterizando sistemas nanoparticulados eficientes para carreamento de farmacos,
uma vez que devem possuir diametros menores que 300 nm (GUPTA; KOMPELLA,
2006). O indice de polidispersdo nao ultrapassou o valor de 0,22, garantindo
homogeneidade da dispersédo (AVADI et al., 2010).

O potencial zeta (PZ) das amostras obtidas apresentou valores negativos,
entre -30,5 e -38,7 mV, que é condizente com a natureza anionica dos polimeros,
sugerindo estabilidade das suspensdes de nanocapsulas poliméricas. Em geral, a
estabilidade das particulas € garantida quando o valor absoluto do potencial zeta é
proximo de 30 mV, enquanto que valores préximos a 0 e 5,0 mV podem acarretar
floculacdo (NEVES et al., 2013).

Essa caracteristica negativa da superficie das nanocapsulas promove o
aumento do seu tempo de permanéncia no sangue, visto que particulas carregadas
positivamente tendem a ser depuradas mais rapidamente da corrente sanguinea e

acumuladas nos pulmdes e figado (LI; HUANG, 2008).

5.4 Analise por microscopia eletronica de transmisséo (MET)

Observou-se nas fotomicrografias (Figura 17) obtidas a partir das
suspensdes de nanocapsulas poliméricas preparadas com CIL associado ao
polimero PCL e a blenda PCL/PEG, estruturas esféricas de superficie lisa, com
diametro médio de 200 nm. As nanoestruturas foram similares entre si e compativeis
com os resultados encontrados no método de espectroscopia de correlacdo de
fotons para o tamanho de particula e indice de polidisperséo.

Nado foram verificadas diferencas na morfologia e superficie das

nanocapsulas preparadas com o PLGA e PLGA/PEG.
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Figura 17: Fotomicrografia obtida por MET da suspensdo de nanocapsulas NC2-PCL (A) e
NC2-PCL/PEG (B) (aumento de 25000 x)

5.5 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Por meio das analises das fotomicrografias foram comprovadas as
dimensdes nanométricas nas suspensfes de nanocdpsulas poliméricas. Foi
observado que mesmo alterando a concentracao do farmaco nas formulagbes e o
revestimento com os diferentes polimeros de partida, as estruturas apresentaram-se
morfologicamente similares, como demonstrado nas figuras 18 e 19.

Foram visualizados aglomerados polidispersos de superficie lisa e tamanhos
similares aos resultados encontrados no método de espectroscopia de correlacdo de

fétons para o tamanho de particula e indice de polidispersao.

Figura 18: Fotomicrografias obtidas por MEV da suspensdo de nanocapsulas NC3-PLGA em
aumento de 15000 x (A) e NC3-PLGA/PEG em aumento de 30000 x (B)
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Figura 19: Fotomicrografias obtidas por MEV da suspensdo de nanocapsulas NC2-PCL (C) e NC2-
PCL/PEG em aumento de 15000 x (D)

5.6 Analise por difracéo de raios X (DRX)

A difracdo de raios X demonstra a caracteristica do farmaco quanto a
cristalinidade ou amorfismo, o que é de extrema importancia quanto ao potencial de
solubilidade e a velocidade de dissolucdo do farmaco. Substancias cristalinas
possuem picos bem definidos em relacdo as substancias amorfas, entretanto,
sélidos amorfos sdo mais solluveis devido a disposicédo aleatoria de suas moléculas,
precisando de pouca energia para separa-los (RIEKES et. al., 2011).

A Figura 20 apresenta os difratogramas para o farmaco puro (A) e os
polimeros PCL (B), PLGA (C) e PEG (D) utilizados na obtencéo das suspensdes de

nanocapsulas.
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As andlises de difracdo de raios X para o CIL demonstraram picos bem
caracteristicos em aproximadamente 26 = 12,61°, 15,51°, 17,84°, 18,61°, 22,08°,
23,44°, além de outros de menores intensidades. Esses resultados sdo compativeis
com os estudos de SHIMIZU et al. (1985) e PATEL; RAJUD (2009). Para os
polimeros PCL e PEG, foram obtidos alguns indicativos de cristalinidade. Os

resultados obtidos para PLGA demonstram que ele € um polimero de carater amorfo
(REZENDE et al., 2005; KURTI et al., 2011).

As figuras 21, 22, 23 e 24 apresentam os difratogramas comparativos entre

o farmaco puro (CIL), os polimeros de partida (PCL, PLGA, PEG), a mistura fisica

(MF) e as suspensdes de nanocapsulas preparadas em diferentes concentracdes
(NCO, NC1, NC2 e NC3).
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Figura 21: Difratogramas do cilostazol, do polimero PCL, da mistura fisica (CIL:PCL, 1:1 m/m) e das
suspensdes de nanocapsulas poliméricas preparadas com PCL
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Figura 22: Difratogramas do cilostazol, dos polimeros PCL e PEG, da mistura fisica (CIL:PCL:PEG,
1:1:1 m/m) e das suspensdes de nanocapsulas poliméricas preparadas com blendas PCL/PEG
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Figura 23: Difratogramas do cilostazol (CIL), do polimero PLGA, da mistura fisica (CIL:PLGA, 1:1
m/m) e das suspensdes de nanocapsulas poliméricas preparadas com PLGA
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Figura 24: Difratogramas do cilostazol, dos polimeros PLGA e PEG, da mistura fisica
(CIL:PLGA:PEG, 1:1:1 m/m) e das suspensfes de nanocapsulas poliméricas preparadas com
blendas PLGA/PEG
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A analise por difracdo de raios X detecta picos indicativos de cristalinidade
correlacionados as estruturas cristalinas de sdlidos, portanto a presenca de halos
amorfos em baixas intensidades confirma a auséncia se cristalinidade e €
condizente com a estrutura de nanocapsulas.

Para todas as formulacfes preparadas, os perfis obtidos sao similares entre
si e apresentam grande reducdo da cristalinidade dos seus componentes em
decorréncia do processo de nanoencapsulacdo. Esses resultados sugerem a
dispersdo molecular entre o CIL e os polimeros, resultando em nanoparticulas de
carater amorfo, para as quais se espera melhores caracteristicas de solubilidade em
relagdo ao farmaco puro.

Conclusbes semelhantes foram obtidas por Patel e Rajput (2009), os quais
obtiveram um aumento na taxa de dissolu¢cdo do CIL por meio de complexos de

inclusao em ciclodextrinas.

5.7 Espectroscopia de absorcao naregido do infravermelho (IVTF)

As analises obtidas por espectroscopia vibracional de absorcao na regido do
infravermelho permitem a identificagcdo e elucidacdo estrutural de substancias
organicas em funcdo da deteccdo de suas ligacdes e grupos funcionais. Também
apontam possiveis interacbes moleculares entre o farmaco encapsulado e o
polimero, pela comparacdo de deslocamentos, variacbes de intensidade,
alargamento ou aparecimento de novas bandas com espectro caracteristico ao da
amostra (LOPES; FASCIO, 2004). Para tanto, os espectros obtidos visaram
confirmar os principais grupos quimicos dos compostos nas formula¢cdes como

verificar a integridade do CIL apds sua encapsulacao.

O espectro IVTF obtido a partir da analise do CIL, representado na Figura

~

25, demonstrou bandas em 3185 cm, referente a vibracdo de estiramento
N — H de amida secundaria e em 3054 cm™ correspondente a vibracdo de
estiramento da ligagdo C — H do anel aromatico. As vibracbes simétrica e
assimétrica de CH2 foram demonstradas em 2933 e 2864 cm, respectivamente. O
estiramento C = O de amida levou a uma forte absor¢do em 1660 cm™, enquanto o
estiramento da ligacdo C = C do anel aromatico foi detectado em 1500 cm™*. Por fim,

as vibracdes de C — O, do aril alquil éter, sdo visualizadas em 1239 e 1034 cm™.
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Esses resultados sdo consistentes com os apresentados por Shimizu et al. (1985) e
Patel e Rajput (2009), indicando que as ligacbes quimicas encontradas sao
compativeis com a estrutura quimica do CIL.

Para o poliéster PCL, o espectro (Figura 26) exibiu uma banda intensa em
1725 cm, correspondente a vibracdo de deformacéo axial do grupamento C = O de
ésteres alifaticos simples. As bandas em 2944 e 2860 cm™ correspondem as
vibracBes simétricas e assimétricas do grupamento — CHz, respectivamente. Bandas
observadas em 1171 e 1044 cm™ sédo referentes ao estiramento C — O (HOIDY et al.,
2010; PAIVA et al., 2012).

Figura 25: Espectro IVTF do cilostazol
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Figura 26: Espectro IVTF do polimero PCL
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O polimero PLGA, representado na Figura 27 apresentou uma banda em
1758 cm atribuida a frequéncia de estiramento de grupos carbonilas C = O de

ésteres. O estiramento dos grupos metila CHs sdo apresentados nas bandas em

2999 e 2947 cm?, enquanto as bandas em 1460 e 1090 cm™ representam o

estiramento das ligagbes C — O presentes na molécula (YANG et al., 2007; SILVA et

al., 2014).

Figura 27: Espectro IVTF do polimero PLGA
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O espectro do polimero PEG (Figura 28), demonstrou absorcoes
caracteristicas em 3524 cm? referente aos grupos hidroxilas terminais —OH
associados por ligacdes de hidrogénio. O grupamento C — H da cadeia alifatica
exibe uma banda em 2890 cme a vibracédo do estiramento assimétrico C—- O - C
de éteres dialquilicos estd representada em 1108 cm?® (BISWAL
et al., 2008; PAIVA et al., 2012).

Figura 28: Espectro IVTF do polimero PEG
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Os espectros comparativos de IVTF para o farmaco puro, os polimeros e
blendas poliméricas, as misturas fisicas e as suspensdes de nanocapsulas (em
diferentes concentracdes) estdo demonstrados nas Figuras 29, 30, 31 e 32.
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Figura 29: Espectro IVTF do polimero (PCL), do cilostazol (CIL), da mistura fisica (MF): cilostazol +

PCL (1:1 m/m) e das suspens@es de nanocépsulas de PCL em diferentes concentragdes
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Figura 30: Espectro de IVTF dos polimeros (PCL) e (PEG), do cilostazol (CIL), da mistura fisica (MF):

CIL+PCL+PEG (1:1:1 m/m) e das suspensdes de blendas de PCL/PEG em diferentes concentracdes
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Figura 31: Espectro IVTF do polimero (PLGA), do cilostazol (CIL), da mistura fisica (MF): cilostazol +
PLGA (1:1 m/m) e das suspensdes de nanocapsulas de PLGA em diferentes concentracfes
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Figura 32: Espectro de IVTF dos polimeros (PLGA) e (PEG), do cilostazol (CIL), da mistura fisica
(MF): CIL+PLGA+PEG (1:1:1 m/m) e das suspensfes de blendas de PLGA/PEG em diferentes
concentracdes
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As andlises espectrais das amostras demonstraram que nao houve alteracéo
dos grupos funcionais especificos dos componentes das formula¢des, sugerindo que
nao ocorreram reacdes quimicas entre eles. Para as misturas fisicas, suas bandas
correspondem a soma das bandas encontradas para os compostos individuais
(LOPES; FASCIO, 2004).

5.8 Estudo de estabilidade das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

Apés 60 dias de armazenamento, a temperatura ambiente e protegido da
incidéncia de luz, as formulacdes apresentaram a mesma aparéncia, sem alteracao
de cor, cremagem ou formacdo de precipitado. Os parametros de pH, tamanho
médio de particula (nm), indice de polidispersdo e potencial zeta (mV) foram
avaliados para todas as formulacdes e foram esquematizados nas Figuras 33, 34, 35
e 36, respectivamente.

Todas as formulacfes apresentaram um decréscimo nos valores de pH apés
o periodo de 60 dias (Figura 33). A diminuicdo foi significativa (p < 0,05) para a
maioria das formulacdes. De acordo com Schaffazick et al. (2003), a diminuicdo dos
valores de pH de suspensbes coloidais poliméricas, em um curto periodo de tempo
pode estar relacionada tanto a ionizacdo de grupos carboxilicos presentes no

polimero, quanto a hidrolise, dependendo da hidrofilicidade do poliéster.
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Figura 33 - Valores de pH, ap0s a preparacgéo e apos 60 dias para as formulagfes obtidas a partir de
PCL (A), de PCL/PEG (B), de PLGA (C) e PLGA/PEG (D)
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Os resultados obtidos no presente estudo estdo em acordo com a literatura.
Guterres et al. (1995) relataram um decréscimo significativo (4,6 + 0,2 a 3,8 + 0,1) de
pH nas formulacdes de nanocapsulas de PLA, devido a degradacdo do polimero,
produzindo &cido latico livre. Em estudo realizado por Santos et al. (2005) também
foi verificada a reducdo do pH em nanocapsulas de PLGA (7,40 + 0,03 a 6,98 +
0,05), devido a degradacdo de seus constituintes. Apos um periodo de 60 dias,
Santos et al. (2014) observaram um decréscimo significativo nos valores de pH de
formulacdes de nanocapsulas elaboradas a partir do polimero Eudragit® RS 100.

A partir da mudanca do tamanho médio das particulas (Figura 34) pode-se

determinar a tendéncia de agregacao das nanoparticulas, em funcdo do tempo.
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Figura 34: Tamanho médio de particula, apds a preparacdo e apods 60 dias para as formulacbes
obtidas a partir de PCL (A), de PCL/PEG (B), de PLGA (C) e PLGA/PEG (D)
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*** n<0,001

Considerando os dados apresentados, pode-se observar que houve um
aumento significativo (p < 0,05) para a maioria das formulagées. No entanto, as
nanocapsulas mantiveram-se com diametros inferiores a 300 nm, como
anteriormente mencionado, 0 que assegura a eficiéncia de sistemas
nanoparticulados para o carreamento de farmacos (GUPTA; KOMPELLA, 2006). O
aumento do tamanho de nanoparticulas também foi observado em outros estudos de
estabilidade, como os realizados por Kilkamp et al. (2009) e Almeida (2010).

Com relacdo ao indice de polidispersdo, foi possivel verificar que houve
variacao estatistica (p < 0,05) para as formulac¢des, apds 60 dias de armazenamento
(Figura 35).
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Figura 35: indice de polidisperséo, apds a preparacéo e apos 60 dias para as formulacdes obtidas a
partir de PCL (A), de PCL/PEG (B), de PLGA (C) e PLGA/PEG (D)
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***n<0,001

Esses resultados indicam heterogeneidade nos diametros das particulas,
pois foram observados valores proximos ou maiores que 0,5 (AVADI
et al., 2010).

Quanto ao potencial zeta (Figura 36), ndo foram observadas diferencas
estatisticas (p > 0,05) ap6s o armazenamento, com excecdo das formulacdes
NCO-PLGA e NC1-PLGA/PEG, o que permite prever uma boa estabilidade coloidal,
devido a uma alta energia de limitagdo entre as particulas (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010).
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Figura 36: Potencial zeta, apds a preparagdo e ap6s 60 dias para as formulagfes obtidas a partir de
PCL (A), de PCL/PEG (B), de PLGA (C) e PLGA/PEG (D)
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Embora os resultados do estudo de estabilidade apresentados para o
potencial zeta ndo tenham sido estatisticamente diferentes, em geral, os valores
tornaram-se mais negativos apos 60 dias. Isso também foi descrito no trabalho
realizado por Kiulkamp et.al. (2009), em que foi observado um aumento significativo
do potencial zeta, para mais negativo, durante 28 dias de armazenamento de
nanoparticulas de acido lipoico, justificado pela ionizacdo de grupos acido da parede
polimérica.

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que as formulagcbes
mantiveram uma boa estabilidade em suspensédo, garantida pelo potencial zeta.
Entretanto, do ponto de vista de tamanho de particula e indice de polidispersao

essas suspensdes apresentaram uma consideravel variagcao.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que as nanocapsulas
dos polimeros PCL e PLGA contendo CIL, com ou sem modificacdo superficial por
PEG, foram obtidas com sucesso pelo método de deposicao interfacial do polimero.
O método analitico desenvolvido e validado por CLAE mostrou-se seletivo, linear,
preciso, exato e robusto para a quantificacdo do CIL. Foram obtidos valores
elevados de eficiéncia de encapsulagcdo. As nanoparticulas apresentaram
parametros fisico-quimicos adequados quando recentemente preparadas. As
imagens fornecidas por microscopia eletrbnica de varredura e de transmissao
demonstraram-se concordantes entre si, apresentando nanocapsulas de formas
esféricas, com superficies lisas e homogeneidade na distribuicdo de tamanho. Os
resultados de difracdo de raios X revelaram a auséncia de cristalinidade das
nanocapsulas, evidenciando que o processo de nanoencapsulacdo conduziu a uma
amorfizacdo do farmaco. Os espectros revelados por espectroscopia na regido do
infravermelho demonstraram que ndo ocorreram reacdes quimicas entre o CIL e os
polimeros durante o processo de nanoencapsulacdo. As formulacdes de CIL obtidas
a partir de blendas PCL/PEG foram as que apresentaram melhores parametros de

estabilidade apos 60 dias.
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