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OBTENCAO DE COMPOSTOS DE INCLUSAO CILOSTAZOL-B-CICLODEXTRINA
VISANDO A MELHORIA DA SOLUBILIDADE

RESUMO

As ciclodextrinas sédo consideradas uma nova classe de excipientes farmacéuticos.
A aplicacdo farmacéutica mais comum das ciclodextrinas CDs sdo usados para
melhorar a solubilidade aquosa de drogas e para melhorar a biodisponibilidade apos,
por exemplo, na administracdo oral. Sdo denominadas de a-ciclodextrina, B-
ciclodextrina e y-ciclodextrina, constituidas de oligossacaridos ciclicos. Cilostazol é
uma droga vasorelaxente e age como um inibidor da agregacao plaquetaria. Exibe
baixa solubilidade aquosa, biodisponibilidade varidvel. Assim, o principal objetivo do
estudo foi investigar a possibilidade de melhorar a solubilidade do Cilostazol via
complexagdo com 3-CD. Estudos de solubilidade de fase revelaram a existéncia de
complexo 1:1 entre cilostazol e B-CD. Complexos de inclusdo preparados foram
caracterizados por UV-vis, apresentando alteracfes positivas na solubilidade.

PALAVRAS CHAVES

Ciclodextrina, cilostazol, B-CD, complexacao.



OBTAINING CILOSTAZOL-CYCLODEXTRIN INCLUSION COMPOUNDS AIMING
TO IMPROVE THE SOLUBILITY

ABSTRACT

Cyclodextrins are considered to be a new class of pharmaceutical excipients. The
most common pharmaceutical application of cyclodextrins are used to improve the
aqgueous solubility of drugs and to improve bioavailability after, for example, oral
administration. They are called a-cyclodextrin, B-cyclodextrin and y-cyclodextrin,
consisting of cyclic oligosaccharides. Cilostazol is a vasorelaxing drug and acts as an
inhibitor of platelet aggregation. Displays low aqueous solubility, variable
bioavailability. Thus, the main objective of the study was to investigate the possibility
of improving the solubility of Cilostazol via B-CD complexation. Phase solubility
studies revealed the existence of a 1: 1 complex between cilostazol and B-CD.
Inclusion complexes prepared were characterized by UV-vis, exhibiting positive
changes in solubility.

KEYWORDS

Cyclodextrin, Cilostazol, 3-CD, Complexation
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1 INTRODUCAO

A ciclodextrina € uma nova classe de excipientes cuja inclusdo em formas
farmacéuticas tornou-se muito popular devido ao melhor desempenho proporcionado
as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos. Nesse sentido, a inclusdo de
ciclodextrina (CDs) apresenta como vantagens uma melhora na eficacia terapéutica
com diminuicdo dos efeitos colaterais; mascaramento de odores e sabores
desagradaveis; diminuicdo de interacées e incompatibilidades, além de aumentar a
solubilidade e estabilidade dos farmacos.

As CDs sdao oligossacarideos ciclicos, constituidas por ligacdes glicosidicas,
produzidas a partir da amilose pela acdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase), produzida por varios microorganismos como o Bacillus macerans.

Ha trés tipos de CDs que apresentam maior disponibilidade: a-CD
(ciclohexaamilose  ou  ciclomaltohexose), B-CD  (cicloheptaamilose  ou
ciclomaltoheptose) e y-CD (ciclooctaamilose ou ciclomaltooctaose). Sdo conhecidas
como ciclodextrinas nativas (naturais) e constituidas por seis, sete e oito unidades
de glicose, respectivamente. A ciclodextrina B- CD recebe destaque por possuir
elevado numero de grupos hidroxila, entre outras caracteristicas.

As CDs vém sendo muito utilizadas em produtos industriais, tecnol6gicos e
em métodos analiticos por formarem complexos do tipo receptor-substrato, servindo
como um ambiente Unico para reac¢des quimicas por possuirem a habilidade para
formar complexos de inclusdo. Como os efeitos toxicos podem ser eliminados ou
reduzidos pela selecdo da CD apropriada, as CDs podem ser utilizadas como
ingredientes de farmacos, em alimentos ou em cosméticos.

O cilostazol € um derivado quinolinénico classificado como antiagregante
plaguetario e antitrombotico com acao vasodilatadora. Seu mecanismo de acao esta
relacionado com a promocao do aumento dos niveis intracelulares de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) por produzir inibicdo potente e seletiva da PDE-3
(fosfodiesterase tipo Ill), enzima responsavel por sua degradagéo. O tempo de meia-
vida é de aproximadamente 10 horas, com administracdo repetitiva, resultando em
uso em até duas vezes ao dia.

O cilostazol é praticamente insolivel em agua. Essa caracteristica dificulta
muitos processos na formulacdo farmacéutica, além de possibilitar uma
biodisponibilidade muito variavel do farmaco na corrente sanguinea. Pelo Sistema

de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), o cilostazol encontra-se classificado na
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classe Il. Drogas desta classe possuem baixa solubilidade, bem como alta
permeabilidade, e precisam que o perfil de dissolucéo seja melhor definido.

A absorcdo do cilostazol no trato gastrointestinal é lenta, variavel e
incompleta, o que pode explicar seus efeitos farmacolégicos limitados e
inconsistentes. Nesse contexto, o objetivo do estudo é avaliar o efeito da
complexacdo cilostazol-B-ciclodextrinas sobre sua solubilidade em agua,

estabilidade quimica e biodisponibilidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo verificar a solubilidade, a estabilidade

quimica do cilostazol via complexagao com 3-CD.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar encapsulamento de ciclodextrina com cilostazol por co-solvatacao;

e Avaliar a solubilidade do cilostazol com a ciclodextrina.



14

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CILOSTAZOL

O cilostazol é um farmaco muito utilizado em acidentes vasculares devido ao
seu efeito antiplaquetario e antitrombaético. O seu mecanismo de acdo se baseia na
inibicdo seletiva da enzima fosfodiesterase tipo Il (PDE3), responsavel hidrolisar o
AMPc (monofosfato de adenosina ciclico). O aumento do APMc estabiliza os
receptores do complexo glicoproteico (GPIIb/llla) nas plaguetas, impedindo que
ocorra a agregacao plaquetaria (ATAHK et al., 2017).

Comercializado como comprimidos orais com uma dose recomendada de 50
ou 100 mg duas vezes ao dia, foi lancado no Japdo, e em outros paises asiaticos em
1988 e aprovado nos Estados Unidos da América em 1999, para tratamento clinico
da claudicacao intermitente por doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) (ROSA;
BARONI; PORTAL, 2009).

Cilostazol apresentou eficacia na prevencéo secundaria de todos os tipos de
acidentes vasculares cerebrais, especialmente acidente vascular cerebral
hemorragico secundario, também podendo reduzir a recorréncia de acidente
vascular cerebral, de pds-faléncia e hemorragia extracraniana. Além disso,
apresentou efeitos benéficos sobre o desfecho de pacientes com infarto de
miocardio (TABAGI; HARA, 2016).

Possui acdo vasodilatadora e atividade antiplaquetaria significativamente mais
potente do que a aspirina. O cilostazol tem propriedades antiproliferativas e aumenta
os efeitos da prostaciclina, o endégeno antiagregante plaguetario da parede do vaso
gue atua como substancia vasodilatadora (MONEY et al., 1998).

Esquema de aspirina e cilostazol é toleravel e superior a monoterapia com
aspirina na prevencdo de a progressdo de estenose arterial intracraniana
aterosclerdtica sintomatica (IAS). O efeito benéfico do cilostazol pode estar
relacionado com o seu efeito antiaterogénico e antiproliferativo, além dos efeitos
antiplaquetarios. Pelo fato de o cilostazol também possuir um efeito antiplaquetario,
a combinacdo desta droga com aspirina pode aumentar o risco de sangramento
(KWON et al., 2005).

O cilostazol possui vantagem ao sangramento, em relacdo a de outros
antiplaquetarios (como ticlopidina, triflusal ou sarpogrelato) (GALYFOS; SIANOU,
2017).
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Por antagonizar a enzima PDE3, aumenta a concentracdo do AMPc e inibe a
atividade da fosfolipase e da cicloxigenase, reduzindo a concentracdo do
tromboxano A2 e agregacao plaquetaria. Adicionalmente, suprime a expressdo da
proteina armazenada em granulos na plaqueta, em sua fase inativada, o aumento da
concentracéo celular (endotélio e plaquetas) do AMPc, o que leva a inibicdo da acao
do célcio nesses locais (Figura 1) (ZHAO et al., 2007).

Prostaciclina PGE,,
PGD,, Adenilciclase

Trombina

Liberacao de
Ca* no
citoplasma

Aumento

Aumento Intracelular intracelular AMPc

AMP
§ Cilostazol

Diminui¢ao do Ca**

Diminuigdo do Ca intracelular

Intracelular

; : Inibigéo de
Vasodilatacao agregacgao

plaquetaria

Aumento de fluxo
sanguineo

Figura 1 Mecanismo intrinseco de acao do cilostazol nas plaquetas e no endotélio
Fonte: Adaptado de Zhao et al., 2007.

3.2 MOLECULA

O cilostazol, (6-[4-(1-ciclohexil-5-il]-3,4-diidro-2(1H)-quinolinona) (Figura 2),
conhecido como OPC-13013, possui peso molecular de 369,47 g mol™. E uma
molécula de carater basico (pKa, 11,8), ligeiramente sollivel em metanol, etanol e
praticamente insoltvel em agua (SEO et al., 2015). Possui trés metabdlitos ativos no
plasma humano: OPC-13015, OPC-13213 e OPC-1321 (ROSA; BARONI; PORTAL,
20009).
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Figura 2 Estrutura quimica do cilostazol
Fonte: Seo et al. (2015).

3.3 SOLUBILIDADE

Por definicdo, solubilidade é a medida que uma molécula de um sélido é
removida de sua superficie por um solvente sendo um fator determinante para a
absorcdo e biodisponibilidade de compostos ativos. Uma droga é considerada
altamente solGvel quando a mais alta dose administrada como uma formulacdo de
liberacdo imediata € soluvel em 250 mL ou menos de meio aquoso com pH numa
faixade 1,2a6,8a37 1 °C (LOFTSSON, 2017).

Conforme o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico, a absorcdo de
cilostazol no trato gastrointestinal é lenta, variavel e incompleta, o que pode explicar
seus efeitos farmacoldgicos limitados e inconsistentes do cilostazol. Sua absorcao
oral, definida pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, € de classe Il, podendo
ser melhorada aumentando-se a sua solubilidade e dissolu¢éo (SEO et al., 2015).

Drogas desta classe possuem baixa solubilidade e alta permeabilidade. As
drogas nesta classe podem ter uma variavel que pode afetar o perfil de dissolucéo.
Os meios de dissolucdo e os métodos que refletem o processo de controle in vivo
sao particularmente importantes neste caso, se boas correlagbes in vitro in vivo
forem obtidas (AMIDON et al., 1995)

A biodisponibilidade absoluta do cilostazol (CLZ) ndo € conhecida e a
biodisponibilidade relativa € imprevisivel. Isso limita sua eficacia clinica, devido a
isso, sua dosagem diaria se repete varias vezes ao dia. Assim, abre novos
caminhos, férmulas farmacéuticas a serem superadas, questfes de solubilidade e
biovariabilidade com técnicas distintas de aprimoramento, como a complexacdo de
inclusdo de ciclodextrina para aumentar a solubilidade, a molhabilidade e a
dissolucéo in vitro do cilostazol (DESAI; PRABHAKAR, 2015).
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A solubilidade é um dos parametros mais importantes para atingir a
concentracéo ideal da droga na circulacédo sistémica, assim, para obter a resposta
farmacoldgica necessaria, as drogas hidrofébicas frequentemente requerem altas
doses. A baixa solubilidade aquosa é o principal problema encontrado com a
preparacdo e o0 desenvolvimento de novos farmacos, para medicamentos
administrados oralmente (VIMALSON et al., 2016).

3.4 CICLODEXTRINA

Apesar de serem consideradas como uma nova classe de excipientes
farmacéuticos, as CDs foram primeiramente identificadas por Villiers em 1891
(VEIGA; MARTINS, 2002). Schardinger, em 1903, foi o responsavel pela primeira
descricdo detalhada da reparacdo e isolamento destes oligossacarideos ciclicos. A
primeira patente foi registrada em 1953 por Freudenberg e ja inferia sobre sua
possivel utilizagdo em medicamentos baseada na sua capacidade de incrementar a
solubilidade e a estabilidade de farmacos (SA-BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008).

Excipientes farmacéuticos estdo sendo utilizados para melhorar a estabilidade
quimica dos farmacos e melhorar a vida atil dos produtos. Em solugcbes aquosas, a
complexacao da cicloxdetrina tem sido usada para impedir a hidrélise, a oxidagéo, a
fotodegradacdo e a degradacao catalisada por enzimas dos farmacos dissolvidas
(POPIELEC; LOFTSSON, 2017).

As CDs oferecem melhor solubilidade, maior estabilidade aquosa e aumento
da biodisponibilidade e menos efeitos colaterais indesejaveis para diversos farmacos
(PATEL; RAJPUT, 2009).

Odores e sabores desagradaveis podem ser mascarados pela complexagao
dos compostos com CDs. As moléculas ou grupos funcionais responsaveis pelos
caracteres organolépticos desagradaveis podem ser afastadas dos receptores
sensoriais quando encapsuladas no interior da cavidade das CDs, o complexo
resultante apresenta auséncia ou reducdo de odor e sabor, tornando-se mais
aceitavel para o paciente (OLIVEIRA; SANTOS; COELHO, 2009).

A absorcdo das ciclodextrinas pelas membranas celulares é insignificante,
devido ao seu elevado tamanho e superficie hidrofilica, a metabolizacdo ocorre no
célon, especialmente as CDs naturais, sdo absorvidos tais como os produtos
resultantes da degradacdo do amido e excretados sob forma de dioxido de carbono

e agua. As CDs quimicamente modificadas (derivadas) possuem maior resisténcia a
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hidrolise enzimética, sendo excretadas nas fezes, principalmente, na sua forma
intacta, ndo metabolizada (GUEDES et al., 2008).

A permeacdo das drogas ocorre por membranas biologicas, sendo
principalmente transportadas através de barreiras destas membranas, onde o
gradiente de concentracdo do farmaco na membrana é a principal forca motriz. As
CDs séo capazes de solubilizar drogas pouco sollveis no exterior aquoso e entregar
essas moléculas na membrana lipofilica e, assim, aumentar a concentracdo do
gradiente do farmaco (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

As moléculas de CD sao capazes de proteger os farmacos dos meios
fisiolégicos, podendo desestabilizar as membranas biolégicas para aumentar a
permeabilidade do farmaco, possui a capacidade de modular a taxa e local de
liberacdo do farmaco, sédo “geralmente reconhecidos como seguras”. Esta
classificagdo de seguranga reduz ou elimina completamente os efeitos adversos ou
hipersensibilidades relacionados e observados em alguns farmacos (ADEOYE;
MARQUES, 2017).

Os medicamentos de via oral encapsulados nas CDs aumentaram a
concentracdo do farmaco atingindo a circulagdo sistémica ou local-alvo, a partir dos
sistemas gastrointestinais, isso levou a um efeito positivo sobre a atividade
farmacoldgica e eventual resultados do tratamento (ADEOYE; MARQUES 2017).

3.5 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

Esses oligossacéridos ciclicos sao constituidos por um namero variavel de
unidades de glicose, que se obtém por acdo da enzima ciclodextrina-a-
glicosiltransferase (CGTase) sobre o amido (VEIGA; SALTAO, 2001).

Estas moléculas possuem forma semelhante a de um cone truncado com uma
cavidade de 7,9 A de profundidade. As CDs obtidas com maior rendimento s&o
conhecidas como naturais, possuem o0s diametros superior e inferior em sua
cavidade, contém seis, sete e oito unidades de glicose, sendo denominadas de a-
ciclodextrina (aCD), B-ciclodextrina (BCD) e y-ciclodextrina (yCD), respectivamente
(Figura 3) (VENTURINI et al., 2008).
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Vo~ 174 A V ~ 262 A3

V ~ 42783

Figura'3 Estrutura e propriédades de a, Bey-CD
Fonte: Venturini et al. (2008).

3.6 PROPRIEDADES

As CDs foram identificadas como produtos resultantes da degradacédo do
amido pela acdo da enzima amilase ciclodextrina glicosil transferase (CGTase),
produzida pelo microorganismo Bacillus macerans, capaz de romper um segmento
da hélice do amido e unir as duas porc¢des terminais deste fragmento numa Unica
molécula ciclica (ANSOLIN et al., 2014).

A obtencdo das ciclodextrinas naturais ocorre por meio do cultivo do
microrganismo produtor da CGTase, separacdo e purificacdo da enzima,
degradacdo enzimatica do amido em mistura de dextrinas separacao, purificacdo e
cristalizagcdo das ciclodextrinas. Dos numerosos microrganismos que produzem
CGTase, as espécies mais usadas sao o Bacillus macerans, Bacillus circulans e
também Klebsiella pneumoniae (VEIGA; SALTAO, 2001).

Como consequéncia da conformacdo do carbono 1 (Cl) das unidades de
glicose (em forma de cadeia), os grupos hidroxila secundarios (ligados ao carbono 2
(C2) e carbono 3 (C3) das unidades de glicose) estdo localizados no topo do lado
mais largo da estrutura, enquanto que os grupos hidroxila primarios (ligados a C6)
estdo posicionados do outro lado (VEIGA; MARTINS, 2002). Assim, as CDs
apresentam uma parte externa polar, enquanto a parte interna é lipofilica (Figura 4)
(VENTURINI et al., 2008).
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Em solugdes aquosas, as CDs séo suscetiveis a hidrolise 4cida em pH baixo,
resultando na abertura do anel e formacdo de varios oligossacarideos lineares e
unidades de glicose, mas estes sdo estaveis sob condicfes alcalinas, os grupos
hidroxila ligados ao aro comecam a desprotonar em pH de aproximadamente 12
(SAOKHAM et al., 2018).

Cadade
apolar

Hidroxilas
Primadtiaz

Figura 4 Estrutura tronco-c6nica das ciclodextrinas
Fonte: Sa-Barreto e Cunha-Filho (2008).

A solubilidade em &gua, a capacidade de interagir com substancias hidréfilas
em solugcdo com a mudanca das propriedades farmacolégicas das drogas, as
propriedades que as CDs apresentam (OLIVEIRA, 2007). Algumas propriedades das
CDs sdo resumidas na Tabela 1 (SA-BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008).

Pela camada externa da molécula de CD ser hidrofilica ou polar, este
composto pode incluir uma molécula de farmaco ndo polar dentro da sua cavidade
interna. A capacidade da CD para incluir a molécula de um farmaco, depende do
tamanho da sua cavidade interna e do tamanho da molécula de farmaco (PAMUDJI;
MAULUDIN; NURHABABAH, 2014).
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Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas das ciclodextrinas naturais

a-CD B-CD y-CD
Unidades de glicose 6 7 8
Peso Molecular 972 daltons 1135 daltons 1297 daltons
Solubilidade aquosa (25°C) 14,5% 1,85% 23,2%
Diametro da cavidade 4,7-53A 6,0-6,5A 7,5-8,3A
Volume da cavidade 174 A3 262 A3 427 A3
Forma cristalina Hexagonal Monoclinica Quadrada
Temperatura de fusao 250-260 °C 255-265 °C 240-245 °C
Toxicidade N&o existem Toxica por via N&o existem

restricdes de uso parenteral restricdes de uso

Fonte: Adaptado de Veiga e Saltdo (2001).

De acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (BCS), CDs
efetivamente aumentam a solubilidade do BCS dos farmacos classe Il (alta
permeabilidade e baixa solubilidade) e, as vezes, drogas de classe IV (baixa
permeabilidade e baixa solubilidade), movendo, assim, os farmacos de sua classe
para BCS Classe | (alta permeabilidade e alta solubilidade) (MUANKAEW;
LOFTSSON, 2018).

3.7 COMPLEXOS DE INCLUSAO

Higuchi e Connors, em 1965, desenvolveram uma teoria para complexos de
inclusdo em solucao, a qual se baseia na complexac¢éo da solubilidade do substrato,
originando a seguinte classificacdo: perfil do tipo A, quando a solubilidade do
substrato aumenta com o incremento da concentracédo de CD, perfil tipo A, é obtido,
se o complexo formado € de primeira ordem em relagdo ao farmaco, mas de
segunda ou superior ordem em relagdo a CD, o perfil de solubilidade obtido possui
um desvio positivo da linearidade, sendo classificado como diagramas do tipo Ap
(GUEDES et al., 2008).

Perfis do tipo Ay possuem interpretacdo mais complexa devido a
multiplicidade de fenémenos que podem ocorrer. Perfis do tipo B sédo obtidos com a
formacao de complexos de baixa solubilidade aquosa (Figura 5), em alguns casos,
inclusive inferior a da molécula hospedeira e que precipitam a medida que ha
encapsulacdo (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007)
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Conc. of dissolved drug [M]

v

Conc. of cyclodextrin [M]
Figura 5 Perfis de solubilidade de fase e classificacdo dos complexos droga /

ciclodextrina
Fonte: Guedes et al. (2008).

Devido ao caréter hidrofilico da superficie exterior, as CDs sao sollveis em
agua, disponibilizam uma cavidade apolar capaz de formar complexos de inclusdo
com varias moléculas hospedes, em solucdo aquosa, a cavidade apolar das
ciclodextrinas contém moléculas de 4gua que se organizam num agregado, tais
moléculas podem ser substituidas por outras que sejam menos polares e com
tamanho adequado. Assim, as CD podem atuar como moléculas hospedeiras
(VEIGA; MARTINS, 2002).

Alta especificidade e reversibilidade da complexacdo de CDs com o0s
héspedes hidrofébicos fazem das interacdes uma das ferramentas mais poderosas
para construir sistemas organizados de inclusées. Além disso, a presenca de CDs
na estrutura destas drogas resulta em propriedades tdo atraentes como a
biocompatibilidade, havendo a oportunidade de incluir numerosos farmacos
hidrofébicos em cavidades livres de CD, melhorando seus perfis de solubilidade e
biodisponibilidade (ANTONIUK; AMIEL, 2016).

CDs podem acomodar uma ampla gama de moléculas de drogas, em sua
cavidade central. As principais for¢cas envolvidas na formacdo de complexo sao
interacOes ndo idnicas fracas, forcas de van der Waals, ligacdo hidrofébica e ligacao
de hidrogénio entre a cavidade da CD e as moléculas do farmaco. A formacéo deste

complexo € um equilibrio dindmico, por meio do qual as moléculas do farmaco se
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associam e dissociam continuamente da cavidade da CD (MUANKAEW,
LOFTSSON, 2018).

A inclusdo molecular tem como objetivo estabilizar compostos volateis,
diminuir aromas fortes de farmacos e alimentos, proteger principios ativos contra
oxidacao e fotodegradacdo, aumentar a solubilidade de medicamentos insolUveis em
agua, mascarar gostos amargos de alimentos e farmacos, entre outros (PRADO et
al., 2014).

A formacdo de complexos de inclusdo altera significativamente as
caracteristicas do substrato. Essas alteragfes incluem modificagbes na reatividade
quimica, fixacdo de substancias muito volateis, melhoria na solubilidade de
compostos, estabilizacdo de substancias sensiveis a luz, calor e oxidacao, protecao
da degradacédo de substancias por microorganismos, mascaramento de corantes ou
pigmentos e atividade catalitica com os substratos (VENTURINI et al., 2008).

Devido ao seu diametro B-CD, consegue formar complexos de inclusdo, o
farmaco pode vir a interagir com ambas as paredes da CD o que leva a um ndamero
maior de ligacGes de hidrogénio, resultando em um aumento na energia de ligacao
dos sistemas. Os sistemas interagem via adsorcéo fisica, o0 que € muito importante
para um sistema de carreamento de drogas, ndo ha mudancas estruturais nas
moléculas que, em principio, poderiam modificar o principio ativo dessas
(FIGUEIREDO et al., 2013).

A ciclodextrina natural mais usada para complexos de inclusdo é a B-CD,
devido ao seu elevado numero de grupos hidroxila, sete primérias e quatorze
secundérias, sao potenciais pontos de reagdo que permitem a producdo de
modificacdes estruturais funcionalizando o anel macrociclico, assim, surgindo uma
grande variedade de estruturas adaptadas ao desenvolvimento de novos sistemas
terapéuticos (VEIGA; SALTAO, 2001). Entre as ciclodextrinas, a B-CD é o composto
mais amplamente estudado na complexacao de drogas (GAWALI et al., 2009).

Principios ativos de baixa polaridade podem migrar para o interior da
cavidade interna das CDs, fenbmeno conhecido como complexagdo, formando
complexos de inclusdo dinamicos em solugdo ou no estado solido, devido a uma
variedade de for¢cas ndo covalentes, como forcas de Van der Walls e interacoes
hidrofébicas. Assim, a natureza das ligacdes envolvidas, bem como o complexo
ciclodextrina e farmaco, esta continuamente sendo formado (CAMPOS, 2012).

O requisito minimo para que se forme o complexo é a compatibilidade de

tamanhos e geometrias entre a cavidade da CD e o hdspede. Esta compatibilidade



24

de tamanhos pode nado corresponder na totalidade de molécula a incluir. Ha casos
em que apenas uma parte da estrutura do hdspede fica incluida na cavidade. A
polaridade desse segmento € um fator condicionante da formacdo do complexo
(VEIGA; SALTAO, 2001).

As CDs solubilizam uma grande variedade estrutural de moléculas de drogas
distintas, neutras e ionizadas. Os complexos sélidos de farmaco-CD também podem
ser isolados por liofilizacdo. Formulagbes parenterais de farmaco-CD podem ser
reconstituidas antes de formulagcdes orais e do uso contendo drogas ciclodextrina
sélidas, portanto, os complexos se tornam possiveis, tais formulacdes, podem ter
taxas de dissolucdo in vitro desse complexo com aumentos significativos de
solubilidade (HYWEL et al., 2013).

Por formar complexos de inclusdo com muitas drogas lipofilicas, podem
ocorrer a alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas e propriedades
biofarmacéuticas (GAWALI et al., 2009).

Nas solucbes aquosas, as ciclodextrinas, ao formar complexos com drogas
pouco soluveis em agua, poderdo ocorrer interagcdes de uma porcéao lipofilica da
molécula da droga com a cavidade central hidrofébica da ciclodextrina (LOFTSSON,;
BREWSTER, 2012).

Em sistema aquoso, a formacdo do complexo de inclusdo com a CD pode ser
facilmente detectada por meio de analise por RMN, dicroismo circular ou ainda por
meio de espectrofotometria de UV-Vis e de fluorescéncia (VENTURINI et al., 2008).

As formulac¢des farmacéuticas contendo CD podem aumentar ou diminuir a
capacidade da CD para solubilizar tais drogas envolvidas, dependendo da natureza
e propriedades fisico-quimicas da droga. Assim, a quantidade exata de CD
necessaria em uma determinada formulacéo deve ser determinada por estudos (por
exemplo, estudos de solubilidade de fase) em um meio cuja composi¢cdo é proxima
da formulacao final (SAOKHAM et al., 2018).

A formacdo de complexos de inclusdo foi estudada por diversos métodos
fisico-quimicos, em estudos de solubilidade em solu¢gbes aquosas por Higuchi e
Connors, 1965, métodos espectroscopicos tais como espectroscopia UV/VIS,
espectroscopia de fluorescéncia, nuclear espectroscopia de ressonancia magnética
(RMN), séo usados para detectar a formagédo de complexos de droga@CD. Outras
técnicas como potencidbmetro de pH, titulacdo, microcalorimetria e tenséo superficial
sdo mais raramente usados (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).
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3.8 LIBERACAO CONTROLADA

Os complexos de inclusao envolvendo as CD’s sao considerados como um
dos sistemas de liberacéo controlada de maior eficiéncia devido ao ajuste molecular
entre o principio ativo e as CD’s (ZANETTI; TOME, 2005). A absorcdo das
substancias ligadas a elas aumentam, apresentando maior aplicabilidade,
constituindo novos carreadores em liberacdo controlada para drogas pouco sollveis
em agua, incluindo peptideos e farmacos com estrutura protéica. O uso combinado
de CD’s e principios ativos podem aperfeicoar as propriedades do farmaco e sua
eficicia terapéutica (TEIXEIRA, 2008).

Esta liberacdo controlada passa pela alteracdo da farmacocinética e
biodisponibilidade de principios ativos que, ainda por terem boa agéo farmacologica,
sdo ainda limitados aos seus efeitos farmacolégicos e a sua estabilidade, sendo
assim, a forma de complexo de inclusédo pode atingir o seu local de acdo sem a
inativacdo do farmaco e irritacdo das mucosas, ou absorcdo limitada, tendo a
possibilidade de uma via de administracdo mais comoda (TORRES, 2014).

A utilizacdo das CDs em nanosistemas permite ampliar as opcdes de
farmacos para esta abordagem, além de serem pecas chaves na elaboracdo de
biosensores proteicos capazes de um reconhecimento tecidual ou celular que
permite ativar os mecanismos de liberacdo do farmaco somente no sitio de acéo
(SA-BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008).

CDs séo consideradas ideais transportadoras de drogas para preencher as
lacunas atuais, na entrega de medicamentos por via oral (ADEOYE; MARQUES,
2017).

O desenvolvimento de materiais biocompativeis com uso de sistemas
especificos para a administracdo de medicamentos tem sido foco de pesquisa
meédica nos ultimos anos, especialmente para o tratamento do cancer e de doencas
do sistema vascular, tendo como objetivo o direcionamento do farmaco, o transporte
da quantidade desejada e necessaria para o alvo e disponibiliza-la a uma taxa
controlada, uma vez que os sistemas nanoencapsulados tém potencial para reduzir
a frequéncia de aplicacdo e diminuir a incidéncia de efeitos secundarios sistémicos,

guando comparadas com o farmaco na sua forma livre (FIGUEIREDO et al., 2013).
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3.9 CILOSTAZOL—-CICLODEXTRINA

A aplicacdo das CDs em formas farmacéuticas solidas promove o aumento da
velocidade e extensdo de dissolucdo dos farmacos, um aumento da solubilidade,
molhabilidade e alteracdo no estado cristalino, a complexacdo diminui a irritagao
local proveniente de alguns farmacos e modifica o tempo de liberacdo durante o
transito gastrintestinal (GUEDES et al., 2008).

A taxa de dissolucdo do farmaco, em sua forma soélida sendo cercado por
uma camada difusa, e a redu¢cdo do tamanho da particula, produzira um aumento de
area da superficie sugerindo um aumento da velocidade de dissolugdo, um aumento
da biodisponibilidade para medicamentos em que a exposi¢cao, apés a administracado
oral, € limitada pela sua taxa de dissolucdo, levando a uma melhora na
biodisponibilidade oral de muitas drogas pouco sollveis em agua, incluindo
cilostazol (HYWEL et al., 2013).

A solubilidade aquosa do cilostazol tende aumentar linearmente devido a
formacgao do complexo de inclusdao com B-CD (GAWALI et al., 2009). A complexacao
do farmaco cilostazol com as ciclodextrinas podem fazer com que as propriedades
fisico-quimicas deste mudem, aumentando sua solubilidade em agua, estabilidade
quimica e até mesmo sua biodisponibilidade, essa complexa¢cdo ocorre devido as
caracteristicas que as ciclodextrinas possuem (MELO et al., 2007).

Os métodos mais comuns para a preparacao de complexos soélidos droga-
ciclodextrina em escala de laboratério séo liofilizacdo ou secagem por atomizagao
de solucdes complexas de ciclodextrina. Complexos solUveis pode também ser
preparados pelo método de coprecipitacdo ou o método de neutralizacdo, em que as
mudancas em pH médio sdo usadas para aumentar a solubilidade aquosa de um
complexo droga-ciclodextrina (LOFTSSON; BREWSTER, 2012).

Uma, duas ou trés moléculas de ciclodextrina contém uma ou mais moléculas
héspedes. Com mais frequéncia, a propor¢do de complexo de inclusédo € 1:1 (isto é,
uma molécula de farmaco forma um complexo com uma molécula de ciclodextrina)
(Figura 6) (MUANKAEW; LOFTSSON, 2018). Essa, entdo, € a esséncia do
‘encapsulamento molecular”, no entanto, 2:1, 1:2, 2:2, ou associa¢gdes mais
complicadas, e equilibrios de ordem superior existem, quase sempre
simultaneamente. Estes complexos de inclusdo formados podem ser isolados como

substancias amorfas ou microcristalinas estaveis. A associacdo das moléculas
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ciclodextrina e farmaco, e a dissociacdo do complexo ciclodextrina e farmaco

formado, é governada por um equilibrio termodindmico (SZEJTLI, 2004).
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Figura 6 Formacao de complexo droga-ciclodextrina (1:1) e auto-montagem de

complexos para formacédo de agregados
Fonte: Loftsson e Brewster (2012).

Sabe-se que em solu¢des aquosas as CDs nativas tém tendéncia a se
automontar, formando agregados que sado mantidos por ligagbes de hidrogénio
intermoleculares. Sua tendéncia a formar agregados é promovida pela formacéo de
complexos de inclusdo e sua propensdao de agregacdo € proporcional a
concentracdo do complexo de inclusdo. A formacdo de agregados de CD é
dependente da concentracdo em que tanto a agregacdo quanto o tamanho dos
agregados formados aumentam com o crescimento da concentragdo de CD (SA
COUTO; RYZHAKOQV; LOFTSSON, 2018).

A solubilidade aquosa do cilostazol aumentou linearmente com inclinagéo
0.9269 (> = 0,9921), em fungdo da concentracdo de B-CD. Seu diagrama de
solubilidade de fase pode ser classificada como tipo A, de acordo com Higuchi e
Connors. O aumento na solubilidade observado foi devido a formacdo de um
complexo de inclusédo 1:1 (GAWALI et al., 2009).

Houve um aumento linear na solubilidade de CLZ com um aumento na
concentracédo de B-CD, uma forca de ligacdo do complexo foi determinada usando
valores constantes de estabilidade (Ks) 1:1, com 892,13 Mol L™, maior valor de Ks
indica boa complexagdao de cilostazol com B-CD. Geralmente, observa-se que
drogas pouco soluveis tém tendéncia néo linear no diagrama de solubilidade de fase
(DESAI; PRABLAKAR, 2015).
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7

Estudos sugerem que o complexo de incluséo cilostazol@B-CD é 1:3,
preparado por método de coprecipitacdo pode ter maior utilidade nas formas de
dosagem oral, melhorando sua biodisponibilidade (PATEL; RAJPUT, 2009).

O uso de CD pode ser uma estratégia eficaz na promoc¢do do aumento da
solubilidade aparente do CLZ, melhorando seu perfil de dissolugcdo e,
consequentemente, a sua acdo farmacoldgica. Além disso, a existéncia de poucos
trabalhos voltados a liberacdo modificada do CLZ esté aliada a varios fatores;

Reducdo dos efeitos colaterais, principalmente a frequéncia cardiaca
aumentada e as palpitacdes, visando a uma distribuicdo mais seletiva e ofertando
uma maior seguranca na administracao;

Aumentar a biodisponibilidade biolégica do cilostazol, reduzindo a posologia
de duas vezes ao dia para uma vez ao dia, favorecendo a adesao ao tratamento;

Otimizar a atividade antiagregante plaquetaria e vasodilatadora do cilostazol.
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4 CAPITULO 1

Obtencao de compostos de incluséao cilostazol-B-ciclodextrina visando a

melhoria da solubilidade

Diohane Vanessa Salvinit*, Elcio José Bunhak?2, Mauricio Ferreira Rosa?

1 Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Cascavel, Brasil. 2
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Cascavel, Brasil.

Resumo: As ciclodextrinas sdo consideradas uma nova classe de excipientes com
grande potencial para uso em produtos farmacéuticos. A aplicacdo farmacéutica
mais comum das ciclodextrinas (CDs) consiste no emprego para melhoria da
solubilidade aquosa e biodisponibilidade de drogas para administracédo oral. H& trés
tipos de CDs: a-CD, B-CD e y-CD. Dentre elas, a ciclodextrina B-CD recebe
destaque por possuir elevado numero de grupos hidroxilas que permite uma melhora
na solubilidade dos farmacos a ela associados. O cilostazol € uma droga
vasorrelaxante que atua como um inibidor de agregacdo plaquetaria com grande
aplicacdo em acidentes vasculares. Porém, apesar da aplicabilidade, esse farmaco
exibe baixa solubilidade aquosa e biodisponibilidade variavel. Nesse contexto, o
objetivo do estudo foi avaliar os efeitos das CDs sobre a solubilidade do Cilostazol
devido & complexacdo formada com (B-CD. A razdo estequiométrica, determinada
por ensaio de saturagcdo de solubilidade, do cilostazol em B-CD, foi 1:1. Foi
identificado um tempo minimo para a formacdo do complexo, sendo de 48 horas.
Complexos de inclusdo preparados foram caracterizados por UV-vis, apresentando
alteracOes positivas na solubilidade.

Palavras-chave: Cilostazol/Solubilidade. B-CD/Complexos de inclusdo. Solugao
aguosa/Saturacao.

Abstract: Cyclodextrins are considered a new class of excipients with great potential
for use in pharmaceutical products. The most common pharmaceutical application of
cyclodextrins (CDs) is the use for improving aqueous solubility and bioavailability of
drugs for oral administration. There are three types of CDs: a-CD, 3-CD and y-CD.
Among them, B-CD cyclodextrin is highlighted because it has a high number of
hydroxyl groups, which allows an improvement in the solubility of the associated
drugs. Cilostazol is a vasorelaxant drug that acts as an inhibitor of platelet
aggregation with great application in vascular accidents. However, despite its
applicability, this drug exhibits low aqueous solubility and variable bioavailability. In
this context, the objective of the study was to evaluate the effects of CDs on the
solubility of Cilostazol due to the complexation formed with B-CD. The stoichiometric
ratio, determined by solubility saturation test, of cilostazol on B-CD was 1: 1. A
minimum time for the formation of the complex was identified, being of 48 hours.
Inclusion complexes prepared were characterized by UV-vis, exhibiting positive
changes in solubility.

Key words: Cilostazol/Solubility.  B-CD/Inclusion  complexes.  Agueous
solution/Saturation.
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INTRODUCAO

O cilostazol (CLZ) é um derivado quinolinbnico classificado como
antiagregante plaquetario e antitrombotico com acdo vasodilatadora. Seu
mecanismo de acdo esta relacionado com a promocdo do aumento dos niveis
intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) por produzir inibicdo potente
e seletiva da PDE-3 (fosfodiesterase tipo Ill), enzima responsavel por sua hidrolise
(Moreira, 2015). Quimicamente, o cilostazol corresponde ao [6-[4-(1-cicloexil-5-il]-
3,4-diidro-2(1H)-quinolinona] (Seo et al., 2015).

O CLZ apresenta ligeira solubilidade em metanol e etanol, porém, é
praticamente insolivel em agua, o que da origem a muitas dificuldades na
formulacdo farmacéutica e pode levar a uma biodisponibilidade muito variavel (Jinno
et al., 2008). Conforme o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), o CLZ
pertence a classe Il. Os ativos desta classe possuem baixa solubilidade e alta
permeabilidade. A absorcdo do CLZ no trato gastrointestinal € lenta, variavel e
incompleta. Isso explica seus efeitos farmacoldgicos limitados e inconsistentes,
prejudicando a concentracéo ideal da droga na circulacdo sistémica, o que requer
altas doses para atingir as concentracdes plasmaticas apos administracao (Vimalson
et al., 2016).

Esta limitacdo abre novos caminhos para as formulacbes farmacéuticas
serem superadas. Questdes como solubilidade e biovariabilidade com a
complexacdo de inclusdo de ciclodextrina podem aumentar a solubilidade, a
molhabilidade, a dissolucdo in vitro e a resposta farmacolégica necessaria do
cilostazol (Desai & Prabhakar, 2015).

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos constituidas por um
namero variavel de unidades de glicose obtidas pela acdo da enzima ciclodextrina-a-
glicosiltransferase (CGTase) sobre o amido (Veiga et al., 2001). Por modificacéo
enzimatica, é possivel obter a ciclizacdo de seis, sete ou oito unidades de glicose,
dando origem a a, B e y-CD. Estruturalmente as CDs assemelham a um cone
truncado (Venturini et al., 2008), o que permite que essas moléculas abriguem, em
sua cavidade, outras moléculas, formando complexos de incluséo.

Entre as CDs, a B-ciclodextrina (B-CD) é a estrutura mais amplamente
estudada na complexagéo de ativos. Devido ao elevado niumero de grupos hidroxila,
gue possui sete primarias e quatorze secundarias, confere a  -CD um exterior de

comportamento hidrofilica ou polar, que torna possivel a formacédo de ligacdes de
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hidrogénio com o solventes polares, em especial a agua. O interior da estrutura, por
outro lado, por ser um alinhamento dos hidrogénios C(3)-H e C(5)-H e pelo oxigénio
da ligacdo cetalica C(1)-O-C(4) (Saokham et al., 2018), favorece a inclusdo de
moléculas de baixa polaridade em seu interior.

Na industria farmacéutica, as CDs séo utilizadas para varios fins. A incluséao
de um farmaco na CD pode alterar, consideravelmente, suas caracteristicas,
principalmente no campo farmacotécnico, aprimorando a solubilidade e a
biodisponibilidade, melhorando a estabilidade das formulacdes farmacéuticas
(Szejtli, 2004).

As CDs formam complexos relativamente ndo especificos com uma grande
variedade de substratos e a principal condicdo é que o substrato possa se adaptar a
cavidade. Quanto a estequiometria do complexo de inclusdo, sdo considerados
quatro tipos mais comuns de complexo CD:substrato com 1:1, 1:2, 2.1 e 2:2,
dependendo do tamanho e aspecto estrutural do substrato em relacdo a cavidade da
CD (Jinno et al., 2008).

Complexos de inclusdo de CDs com os hospedes hidrofébicos, como o CLZ,
fazem dessas interacdes baseadas em CD uma das ferramentas mais poderosas
para construir melhores resultados farmacol6gicos (Loftsson, 2017).

A presenca de CDs na estrutura de drogas hidrofébicas tem resultado em
propriedades tdo atraentes, como a biocompatibilidade, havendo a oportunidade de
incluir numerosos farmacos hidrofobicos em cavidades livres de CD, resultando no
melhoramento de seus perfis de solubilidade e biodisponibilidade, absor¢do no trato
gastrointestinal, concentracdes ideais da droga na circulagéo sistémica, o que requer
o uso de baixas doses para atingir as concentracdes plasmaticas ap0s
administracdo, sendo mais toleravel aos pacientes (Antoniuk & Amiel, 2016).

O objetivo do presente estudo foi estabelecer as condicbes para se obter o
complexo de inclusédo do CLZ com B-CD para ter uma formulagdo que fornecesse
um uso mais adaptavel do CLZ, melhorando sua biodisponibilidade e solubilidade

em agua .

MATERIAIS E METODOS

O cilostazol (CLZ) foi uma doacdo da Prati-Donaduzzi Medicamentos

Genéricos Ltda. A B-ciclodextrina (B-CD) foi adquirida junto a Aldrich. Todos os
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reagentes foram de grau analitico. A agua destilada foi usada durante todo o estudo

para todos os procedimentos experimentais.

Solubilidade em funcédo do Tempo
A influéncia do tempo de agitacdo na solubilidade do CLZ na presenca e na

auséncia de B-CD foi investigada para se determinar qual o tempo minimo
necessario para o processo de encapsulamento. Assim, foi preparada uma solugéo
estoque de CLZ solubilizando-se 3,0 g do ativo em 100 mL de cloroférmio ([CLZ] =
8,12 x 10 mol L™Y). Em seguida, foram transferidas quatro aliquotas de 1 mL desta
solucéo estoque para quatro baldes volumétricos de 10 mL. Apds a evaporacgao total
do solvente foram adicionados 5 mL da solugdo estoque de [J-CD em &agua ([[J-CD]
= 2,8 x 10*mol L") em dois baldes e o volume completado com agua destilada. Nos
baldes remanescentes foi adicionada apenas agua destilada. Os baldes foram
submetidos ao banho ultrassdnico por 10 min (Lavadora Ultrassénica L200
Schuster) e mantidos sob agitacdo mecanica (Lab Line 3545 Microprocessor Shaker
Water Bath), por 24 e 48 h. As amostras foram transferidas diretamente para a
cubeta de quartzo por filtracdo em filtro seringa de PVDF de 13 mm de diametro e 22
pum de diametro do poro.

Os espectros de absorcdo foram obtidos em um espectrofotdmetro UV-vis
(Shimadzu UV-1800) na faixa de 200 a 500 nm, empregando como brancos uma
solucdo aquosa contendo a mesma concentracdo de [J-CD em agua destilada e

outra somente com agua destilada.

Estudos de Solubilidade por Saturacao
Em 10 baldes volumétricos foram adicionados 100 mg de CLZ. Em seguida,

foram adicionados, a cada um dos balbes de 10mL, volumes crescentes de uma
solucdo estoque de B-CD em agua ([B-CD] = 1,8 x 10 mol L™) e os volumes finais
foram ajustados pela adicdo de agua destilada. Os frascos foram agitados durante
24h em um agitador orbital (Lab Line 3545 Microprocessor Shaker Water Bath) a
temperatura ambiente (28 + 5°C). Os experimentos foram realizados em ftriplicata.
De cada um dos baldes foi retirada uma aliquota que foi transferida, sob
filtracdo em filtro seringa de PVDF de 13 mm de diametro e 22 pm de diametro de
poro, diretamente para a cubeta. Os espectros de absorcdo foram obtidos em um
espectrofotometro de UV-vis (Shimadzu UV-1800), na faixa de 200 a 500 nm,

empregando-se como brancos diferentes solucbes aquosas de B-CD cuja
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concentracdo correspondia a concentracdo analisada. A analise grafica foi feita
construindo-se um grafico, em planilha eletrénica, do maximo de absor¢do em 257
nm (Amax) €M funcdo da concentracdo de B-CD.

A constante de estabilidade aparente foi calculada a partir do grafico da

absorbancia do cilostazol vs concentracdo de 3-CD, de acordo com a expresséao (1).

coef angular

(1)

¢ So(1—coef angular)

Onde Sy é a solubilidade intrinseca do cilostazol, ou seja, a solubilidade em agua na
auséncia de bCD.

Job Plot
O método da variacdo continua (Job plot) foi realizado para se determinar a

estequiometria do complexo (Harris, 2001; Skoog et al., 2005). Assim, foram
preparadas solucées estoque de CLZ em metanol ([CLZ] = 4,1 x 10“* mol L™) e de B-
CD em &gua destilada ([B-CD] = 4,1 x 10* mol L™). Estas foram submetidas a banho
ultrassénico por 15 min, quantidades variaveis de CLZ e B-CD foram misturadas
para baldes volumétricos de 10 mL, a soma das concentracdes de ambos os
componentes foi mantida constante ([CLZ + [([B-CD] = 1,0 x 10° mol L) e a fracdo
molar de CLZ (r = [CLZ] / ([CLZ] + ([B-CD])) variou de 0,0 a 1,0 (0; 0,01, 0,2; 0,3; 0,4,
0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 1,0), submetidos ao ultrassom por 10 min, mantidos sob agitacdo
mecanica por 24h. Em seguida, foram retiradas aliquotas de 5 mL e filtradas em filtro
seringa de PVDF 13 mm de diametro e 22 um de diametro de poro. As amostras
foram analisadas espectrofotometricamente na regido do UV-vis (Shimadzu UV-
1800) na faixa de 200 a 500 nm contra um branco preparado usando a mesma
concentracdo de B-CD em agua destilada. A avaliacdo do processo de
encapsulamento foi realizada construindo-se um grafico da absorbancia no Amax (257
nm) contra a fragdo molar de CLZ no meio. Analise em triplicata. Em ordem para
calcular a estequiometria, a intensidade de emisséao (abs) do CLZ foram plotadas

versus a fragao molar (F).

Fotoestabilidade
Para o estudo da fotoestabilidade foi preparada uma solucéo estoque de CLZ

em metanol ([CLZ] = 9,1 x 10 mol L™%). Desta solucdo foram retiradas duas
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aliquotas de 1 mL que foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL. Em
um dos balbes, o volume foi completado com 4gua e o outro com solucdo aquosa de
B-CD ([B-CD] = 2,8 x 10 mol L™).

As amostras foram transferidas para cubetas de fluorescéncia com tampa, e
estas foram posicionadas no centro geométrico de um fotorreator Rayonet RPR-100
equipado com 8 lampadas com méximo de emissdo em 254 nm e irradiadas por 3 h.
As amostras foram analisadas no espectofotometro (Shimadzu UV-1800) na regido
do UV-vis varrendo-se a faixa de 200 a 500 nm em intervalos de trinta minutos. O
branco foi preparado usando uma solugédo de B-CD da mesma concentracdo das

amostras. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Estresse Oxidativo
Transferiram-se trés aliqguotas 1 mL da solugcédo estoque de CLZ em metanol

([CLZ] = 9,1 x 10 mol L™) para trés baldes volumétricos de 10 mL, completando-se
o volume com 4gua destilada. Homogeneizou-se um destes balbes contendo apenas
CLZ retirou-se uma aliquota de 5 mL e completou com a solucao estoque de B-CD
([B-CD] = 2,8 x 10 mol L™) para baldo volumétrico de 10 mL. As amostras foram
submetidas ao ultrassom por 15 min. Essas amostras foram analisadas no
espectrofotometro na regido do UV-vis, varrendo-se a faixa de 200 a 500 nm. Em
seguida, acrescentou-se 1 gota de H,O, 30%, nas amostras contendo CLZ-agua e
CLZ-B-CD, mantendo-as sob agitacdo por 10min, foram analisados
espectroscopicamente na regido do UV-vis varrendo-se a faixa de 200 a 500 nm por
20 min em intervalos de tempo de 5 min. Como branco foram preparadas as
mesmas solucdes, porém sem a adicdo do CLZ.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Solubilidade em funcéo do tempo de agitacao

O estudo da solubilidade em fungao do tempo de agitagéo foi realizado para
determinar o tempo minimo necessario para a formagéo de complexos de incluséo,
e também verificar se o tempo de agitacao influenciaria neste processo.

Na Figura 1 observa-se um aumento da absorbéancia das amostras contendo
B-CD frente aquelas que ndo possuem este excipiente, uma indicagdo de que houve
aumento da concentracédo de CLZ disperso no meio, o que pode ser explicado pela

formacado do complexo de inclusdo CLZ@ B -CD.
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Em relacdo aos diferentes tempos de agitacéo, observa-se que o aumento do
tempo de agitacéo de 24 para 48 h acarretou o aumento da absorbancia da amostra
contendo B-CD, porém, este aumento foi somente de 8% em relacdo a amostra que
permaneceu por 24 h. Este aumento foi considerado pouco significante. Assim, o
tempo de agitacdo para os demais experimentos foi padronizado em 24 h para a

formacéao de complexos de incluséo.
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Figura 1 Espectros de absorbancia das solu¢des aquosas contendo CLZ e CLZ com
B-CD

A formacdo de complexos de CD é um processo de equilibrio em que
moléculas livres dos hdspedes estdo em equilibrio com as moléculas de B-CD para a
formacdo do complexo (Loftsson, 2017). O aumento da solubilidade do hospede
pode ocorrer por ionizacdo, formacdo de sal, formacdo de complexos metalicos e
adicdo de co-solventes organicos aos meios de complexacdo aquosos. Se as
condi¢des sdo corretas, levam a uma maior eficiéncia de complexacdo em CD nas

solugcdes aquosa saturadas com o hospede (Loftsson & Duchéne, 2007).

Estudos de Solubilidade por Saturacao
Os dados de solubilidade de saturacéo para farmaco e complexos CLZ@-
CD séo apresentados na Figura 2.
O valor calculado de K¢ foi de 1009,9 L moL?, indicando a formacdo do
complexo. E muito interessante ressaltar que ndo foram encontradas diferencas

maiores do que o tempo 0 h, em relagdo a formacdo do complexo CLZ@{-CD com o
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tempo de 24 h. Este fato pode ser provavelmente atribuido a solubilidade de
moléculas lipofilicas de CLZ, na estrutura do complexo devido a formacdo de
ligacdes de hidrogénio intermoleculares fortes (Gharibzahedi, Razavi & Mousavi,
2014).

030000 R2 = 0,9134

0,27500

0,25000

0,22500 Rz =0,8932

eT0
0T24

Abs 257nm

0,20000

0,17500 [ ]

0,15000

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
(IB-CD] 10-4 mol L-1)

Figura 2 Perfil de solubilidade por saturagao de cilostazol em inclusdo com 3-CD

Em solugbes aquosas saturadas hdspedes/ciclodextrina consistem
frequentemente de uma mistura de complexos de inclusdo e n&o inclusdo, isso
poderia explicar por que o valor da constante de equilibrio para a formacdo do
complexo é, as vezes, dependente da concentracdo B-CD (Loftsson & Duchéne,
2007).

O diagrama de solubilidade de fases em estudo da cantaxantina natural com
B-CD a 25°C mostrou que a solubilidade aquosa de cantaxantina aumentou
linearmente como uma funcdo da concentracdo de [B-CD, caracteristicas de
complexos do tipo A., mostrando a formagcdo de um complexo hidrossoluvel,
indicativos de estequiometria 1: 1, o valor do coeficiente de correlacdo (r2) para a
curva de solubilidade foi de 0,987 (Gharibzahedi, Razavi & Mousavi, 2013).

A solubilidade aquosa do cilostazol aumentou linearmente com inclinacéo
0.9269 (r* = 0,9921), em fungdo da concentracdo de B-CD. Seu diagrama de
solubilidade de fase pode ser classificada como tipo A de acordo com Higuchi e
Connors. O aumento na solubilidade observado foi devido a formacdo de um

complexo de inclusédo 1:1 (Gawali et al., 2009).
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Houve um aumento linear na solubilidade de CLZ com um aumento na
concentragdo de 3-CD, uma forca de ligacdo do complexo foi determinada usando
valores constantes de estabilidade 1:1, o Ks foi encontrado 892,13 M, maior valor
de Ks indica boa complexacgao de cilostazol com 3-CD. Geralmente, observa-se que
drogas pouco sollveis tém tendéncia néo linear no diagrama de solubilidade de fase
(Desai & Prablakar, 2015).

Em estudo realizado por Gawali et al. (2009) relatou que o complexo
preparado como 1:1, por meio do método de liofilizacdo, mostrou uma melhora no
comportamento da dissolucdo do complexo cilostazol e B-CD, indicando uma
solubilidade melhorada e confirmando a estabilidade do farmaco. Sendo que a
solubilidade mostrou um aumento acentuado de 10,2 mg mL™ para 21,88 mg mL™.

Em complexo de nifedipino na presenca de p-CD, observou-se um aumento
linear da solubilidade do nifedipino com um aumento na concentracdo de B-CD na
agua. O diagrama da solubilidade de fase obtido com B-CD pode ser definido como
tipo A_ 0 que indica a formacdo do complexo inclusédo em 1:1 de farmaco:3-CD
formado em solucéo (Jagdale et al, 2012).

Job Plot

A estequiometria para a complexacao da CLZ em 3 -CD foi obtida a partir do
método de variacdo continua, onde se mediu a variacao da intensidade maxima de
absorbancia do farmaco em solugédo em presenca e auséncia de CD.

Na Figura 3 observa-se que o maximo encontrado foi na fracdo molar (F) CLZ
igual a 0,8, o que indica que a complexacao entre a molécula de CLZ e B-CD possui
estequiometria de 2:1, ou seja, duas moléculas de B-CD para cada molécula de CLZ.
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Figura 3 Método de variacao continua (Job Plot)para o complexo CLZ:3-CD obtido
por espectrofotometria

Job plot é preferido ao longo de estudos da solubilidade para determinacéo
da estequiometria de droga:complexos de ciclodextrina. De acordo com a variagao
continua do método de Job, a mudanca na absorbancia € diretamente relacionada a
concentracdo do complexo, e pode ser medida para um conjunto de amostras com
variacdo continua a fracdo molar dos componentes. A absorbancia maxima em
estudos com CLZ@B-CD foi observado para F = 0,7 o que indica que houve a
formacao do complexo para incluséo 2:1 (Desai & Prabhakar, 2015).

Resultado obtido pelo método de variacdo continua (Job plot) para
ropivacaina@f -CD, a posigdo de maximo no “Job plot” é a de 0,66 para a
ropivacaina@p -CD, o que indica que a complexa¢do possui estequiometria de 2:1,
ou seja, 2 moléculas de B-CD para cada molécula de ropivacaina (Fraceto et al.,
2007).

A maxima absorvancia de trazodona-p-CD foi observada para F = 0,5, o que

indica que a estequiometria principal € de 1: 1 (Misiuk & Zalewska, 2009).

Fotoestabilidade

A fotoestabilidade do CLZ é ilustrada na Figura 4. O ativo demonstrou ser
estavel mesmo com a presenca de B-CD. A presenca de 3-CD no meio ndo causou
uma protecao significativa na fotodecomposicao do farmaco. Isto ocorre, pois existe
um equilibrio entre moléculas livres e inseridas na cavidade da ciclodextrina, o que
faz com que um menor numero de moléculas estejam livres para serem

fotodecompostas, podendo, assim, alterar a cinética de decomposi¢cdo do CLZ. O
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efeito mais comum da fotodegradacdo em um medicamento resulta na perda ou
reducdo de atividade farmacoldgica, em alguns casos acompanhada de formacgéo de
subprodutos toxicos (Popielec & Loftsson, 2017).
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Figura 4 Degradacao do cilostazol a exposi¢ao a luz, na auséncia e presenga 3-CD

Amostras de nifedipino foram expostos a radiagcdo UV por uma lampada
Fluotest, modelo NN 15/30, 254nm de uma distancia de 30 cm, a taxa de
degradacé&o no complexo nifedipino@p-CD foi 200 vezes mais lento do que para o
farmaco sozinho (loele et al., 2017).

O farmaco que se encontra livre da cavidade da CD apresenta uma liberacao
rapida enquanto que aquele gue esta associado a cavidade da CD apresenta uma
liberagdo mais lenta. Resultados semelhantes foram descritos em estudos com
nitrofurazona, em que se observou que a concentracdo de nitrofurazona
permaneceu constante em uma taxa de decomposicao para o farmaco em auséncia
de B-CD (Melo et a.l, 2007).

Porém, com a liberagdo da molécula do farmaco em fungéo do tempo por
meio da membrana, a propor¢cdo de CD:farmaco no compartimento doador vai
aumentando. Este aumento na propor¢do CD:farmaco causa um deslocamento no
equilibrio em funcdo da formacdo de complexo, o que faz com que a liberacdo do
cilostazol seja mais lenta em funcdo do tempo, ou seja, modificada devido a
complexacdo. Este mesmo comportamento foi descrito na literatura para complexos

entre nitrofurazona e ciclodextrinas (Melo et al., 2007).
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A fotoestabilidade das drogas tornou-se um tépico muito importante no campo
da pesquisa farmacéutica nas ultimas décadas. Um nimero muito limitado de artigos
sobre este argumento tem sido publicado antes dos anos 70. Alguns anos depois,
foram introduzidas recomendacdes antecipadas em direcdo a protecdo contra luz
nas drogas, sugerindo o uso de recipientes de blindagem de luz como um
expediente preventivo (loele et al., 2017).

A complexacgdo de B-CD com tretinoina diminui a sua fotodegradagédo apos a
exposicao a luz UV. Quando exposto a luz, apds aplicacéo topica, cerca de 20% da
tretinoina degradou apds duas horas e cerca de 40% depois de quatro horas, a
complexacido B-CD@tretinoina protegeu a droga contra UV e luz fluorescente. Acido
oxolinico, um agente antibacteriano, € suscetivel a fotodegradacdo. Complexacéo de
B-CD@acido oxolinico retarda sua fotodegradacdo. Taxa de degradacdo da droga
foi de 16,8 vezes mais lento na presenca de B-CD do que nas mesmas condicdes
guando B-CD néo estava presente (Popielec & Loftsson, 2017).

A fim de se obter maiores informacdes sobre a insercdo e o comportamento
do CLZ na cavidade da B-CD, foi determinada a estequiometria de complexacéo e
estudos com estresse oxidativo. A complexacdo com a cavidade das ciclodextrinas
depende principalmente da polaridade e do tamanho da molécula que se tem
interesse em formar complexo de inclusédo. Dessa forma, quando da insercado da
molécula, modificagcbes nas propriedades desta sdo observadas, como exemplo

variacdes na intensidade maxima de absorbancia.

Estresse Oxidativo

A Figura 8 apresenta os resultados obtidos na analise das amostras
submetidas ao estresse oxidativo pela adicdo de H,O, 30%. Os espectros foram
obtidos em intervalos regulares de tempo (5 min), de forma a se comparar a cinética

de decaimento da absorbancia do CLZ.
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Figura 5 Perfil oxidativo do CLZ em solugdo aquosa na presencga e auséncia de B-
CD ap06s a adicao de peroxido de hidrogénio 30% (Peridrol)

Observa-se experimentalmente que ambas as amostras, CLZ e CLZ@[-CD
sofrem degradacao oxidativa ao longo do tempo, porém, a principal diferenca entre
ambos 0s processos € como ocorre esse decaimento. Na amostra com a presenca
de B-CD este decaimento ocorre de forma linear com ajuste igual a y = -0,0194x +
1,1003 e R2 = 0,9789. Para a amostra sem a presenca de [B-CD, este processo
ocorre de forma néo linear e a diminui¢cdo da absorbancia se da de forma muito mais
rapida, especialmente nos primeiros 10 min.

A complexacdo de ciclodextrina pode retardar e, as vezes, acelerar a
decomposicao de drogas. Devido a cinética de saturacao foi observada constante de
taxa de primeira ordem para uma reacdo assintoticamente se aproxima de um valor
minimo para efeito estabilizador (inibicdo) ou um valor maximo para efeito
desestabilizador (catélise) com aumento da concentracdo de B-CD, a diferenca na
complexacao pode ser devido ao ajuste e posi¢cao da molécula de cilostazol dentro
da cavidade B-CD (Loftsson & Brewster, 2010).

O estudo da degradacdo do farmaco comprovou que, em condigdo drastica
de inducdo oxidativa (H,O, 30%), a degradacdo € dependente da formacdo de
complexo de incluséo.

As CDs também sdo conhecidas por estabilizar drogas que sofrem
degradacdo. Uma mistura de trimetoprim e sulfametoxazol s@o suscetiveis a
degradacdo oxidativa. Sob estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio, a
formacdo de complexos droga@ B-CD aumentou a meia-vida do sulfametoxazol e

trimetoprim, devido a formacéo do complexo (Popielec & Loftsson, 2017).
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CONCLUSAO

Os experimentos realizados demonstraram que houve a inclusdo da molécula
de cilostazol na cavidade interna de B-CD fazendo com que sejam observadas
alteracdes na solubilidade. Estas modificacbes sdo importantes do ponto de vista
farmacolégico, uma vez que potencializam a utilizacdo deste farmaco na forma de
complexo de inclusdo com ciclodextrina, abrindo perspectivas para a avaliagdo da
atividade biologica do complexo em comparacdo ao farmaco livre, portanto, uma
possivel nova alternativa para a utilizacao do cilostazol no tratamento de doencas.

A ciclodextrina é uma ferramenta importante na formulacéo farmacéutica para
melhorar a solubilidade aparente, estabilidade de farmacos pouco sollveis em agua,
biodisponibilidade e, consequentemente, tornando o farmaco com melhor custo

economicamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo evidencia a formag&o do complexo de inclusao do cilostazol com
B-CD, apresentando uma fracdo molar de solubilidade do cilostazol de 0,8 com
estequiometria de 2:1. Sendo visto como uma excelente alternativa para a melhoria
da formulacdo do farmaco cilostazol, em que ele é extremamente insolivel em agua,
o0 que desfavorece sua disponibilidade. Contudo, a sua inclusao com B-CD
proporciona uma melhoria em sua disponibilidade, no desenvolvimento de novas

formulacdes, tornando o mais acessivel economicamente.
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