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RESUMO

As doencas arteriais ou vasculares periféricas sdo patologias que afetam o fluxo arterial normal do
paciente, causando obstrugcdo de artérias ou vasos sanguineos, que podem levar a isquemias. O
medicamento Cilostazol é indicado para essa classe de pacientes que sofrem com as doencas
arteriais periféricas, e para melhorar a qualidade de vida do paciente. Assim, o estudo de nanofibras
contendo Cilostazol por meio da técnica de eletrofiagdo se torna relevante, a fim de se obter uma
tecnologia de administragdo alternativa ao paciente, que tenha efeitos colaterais mais amenos e
gue seja de utilizagdo mais pratica e eficiente. Para isto, foi preparada uma solucdo polimérica
contendo Cilostazol, a qual foi eletrofiada utilizando como solventes de 85% v/v de Cloroférmio e
15% v/v de Dimetilformamida sob agitacdo magnética por uma hora, sendo que nessa solucgéo foi
acrescentado o polimero Ecovio® a 15% m/v. A concentracdo de Cilostazol foi incorporada na
solugdo polimérica nas concentragdes de 5% m/m, 10% m/m, 20% m/m e 30% m/m, em relagéo a
massa do polimero. Posteriormente foi realizado o estudo de liberagdo do farmaco na solucéo
tampao fosfato com pH de 5,5, bem como as caracterizagbes dos filmes obtidos: analises de
microscopias o6ptica e eletrbnica de varredura (MO e MEV), espectroscopia na regidao do
infravermelho, termogravimetria (TGA), calorimetria diferencial exploratoria (DSC) e difracdo de
raios X (DRX). Apds a obtencdo das curvas de liberacdo, foram ajustados diferentes modelos
cinéticos, sendo que o de Peppas-Sahlin demonstrou os melhores resultados para R? e para o
critério de Akaike (AIC), ou seja, obteve o melhor ajuste matematico. O modelo de Peppas-Sahlin
demonstra uma maior contribuicdo matemética no entendimento dos fenébmenos de difusdo e
relaxamento quando comparados aos modelos outros modelos de Peppas. O Cilostazol apresentou
uma melhor liberacdo na concentracdo de 30% (m/m), em que ela ocorreu por mais tempo e em
concentrac@o estavel. Os resultados demonstraram que este material tem grande potencial para

ser utilizado na liberacéo deste farmaco.

Palavras chave: Ecovio®, eletrofiacao, liberagcéo transdérmica de farmaco, modelo cinético

de liberacéo, Cilostazol
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ECOVIO® CONTAINING CILOSTAZOL

Lidiane Rodrigues Antunes

ABSTRACT

EFFECT OF CILOSTAZOL PERCENTAGE OVER THE PROPERTIES OF ECOVIO®
ELECTROSPUN NANOFIBERS

Peripheral arterial or vascular diseases are pathologies that affect the patient's normal
arterial flow, causing obstruction of arteries or blood vessels, which can lead to ischemia.
The drug Cilostazol is indicated for this class of patients who suffer from peripheral arterial
diseases, and to improve the patient's quality of life. Thus, the study of nanofibers containing
Cilostazol by means of the electrospinning technique becomes relevant, in order to obtain
an alternative administration technology to the patient, which has milder side effects and is
more practical and efficient to use. For this, a polymeric solution containing Cilostazol was
prepared, which was electrophore using as solvents 85% v / v Chloroform and 15% v / v
Dimethylformamide under magnetic stirring for one hour, in which Ecovio polymer was
added to this solution. ® at 15% w / v. The concentration of Cilostazol was incorporated in
the polymeric solution in the concentrations of 5% w / w, 10% w / w, 20% w / w and 30% w
/' w, in relation to the mass of the polymer. Drug in the phosphate buffer solution with a pH
of 5.5, as well as the characterizations of the films obtained: analysis of optical and scanning
electron microscopy (MO and SEM), infrared spectroscopy, thermogravimetry (TGA),
exploratory differential calorimetry (DSC ) and X-ray diffraction (XRD). After obtaining the
release curves, different kinetic models were adjusted, with the Peppas-Sahlin one showing
the best results for R2 and for the Akaike criteria (AIC), that is, it obtained the best
mathematical adjustment. The Peppas-Sahlin model demonstrates a greater mathematical
contribution to the understanding of diffusion and relaxation phenomena when compared to
the others Peppas’ models. Cilostazol showed a better release in the concentration of 30%
(w / w), in which it occurred for a longer time and in a stable concentration. The results

showed that this material has great potential to be used in the release of this drug.

Keywords: Ecovio®, electrospinning, transdermal drug release, kinetic release model,

Cilostazol
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1.0 INTRODUCAO

A via de administracdo de um farmaco determina o caminho que ele fara no
organismo do paciente e isso € de suma importancia para a acdo do medicamento, pois
para cada enfermidade € interessante avaliar a melhor forma de administra-lo, ou seja,
levando em consideracéo a eficicia e a aceitabilidade do paciente®.

Embora a via oral seja a mais comum, nem sempre ela é considerada a melhor, pois
pode existir obstaculos que impecam o farmaco de exercer sua acdo, como efeitos
colaterais para o paciente que o levam a ndo adesdo ao tratamento; ndo resisténcia ao
suco gastrico do estbmago que pode levar a degradacdo do medicamento e portanto ele
nao age; competicado pelas enzimas do citocromo também fazendo com que nao tenha acéo
medicamentosa; além da condicdo do paciente, como os acamados, que possuem
dificuldade de ingestdo. Dessa forma, vias de administracdo alternativas devem ser uma
opcdo visando a qualidade de vida do paciente e a melhor eficacia do medicamento™®,
Nesse contexto, os sistemas transdérmicos de administracdo medicamentosa se tornam

uma opcao promissora.

Os sistemas de liberacéo transdérmicos séo formas farmacéuticas que permitem a
passagem do medicamento através de permeacdo pela pele, atingindo a corrente
sanguinea com efeitos a niveis sistémico®. Assim, destaca-se a nanofibras poliméricas,
que sdo um tipo de sistema de liberacédo transdérmicos com diametros que podem variar
de nanbmetros a micrébmetros. Atualmente existem varias técnicas para a producdo de
nanofibras poliméricas, mas a que mais se destaca € a eletrofiacdo, por se tratar de uma
técnica simples, ndo onerosa e capaz de produzir nanofibras de varios tipos de materiais e

tamanhos®).

A técnica de eletrofiacdo se resume na formacéo de fibras poliméricas produzidas a
partir de solucdes contendo solventes, um polimero ou blenda polimérica (dois poliméricos
realizando efeito sinérgico) e um farmaco dissolvido, quando se deseja inserir uma
substancia para atribuir uma funcéo farmacolégica ao filme. Essa membrana é formada a
partir de forcas eletrostaticas que ocorrem entre a agulha da seringa que libera a solugéo e
a placa coletora de aco inoxidavel, através de uma tenso aplicada e uma bomba infusora®.

Existem listados na literatura varios polimeros para a producdo das membranas
poliméricas, mas destaca-se o Ecovio®, comercializado pela empresa Basf e composto por
blenda constituida de dois polimeros biodegradaveis, o poli (butileno adipato co-tereftalato)
— PBAT, produzido pela mesma empresa e cujo nome comercial € Ecoflex®; e o poli (acido
latico) ou polilactato — PLA, um poliéster alifatico. O PLA é semelhante a um poliestireno e

13



poli (tereftalato de etileno), com vantagens como plasticidade térmica e rigidez. Ja o PBAT
pertence a classe de poliésteres alifaticos aromaticos biodegradaveis e assim como o PLA,

possui como vantagem sua rigidez®): ©),

O farmaco utilizado nesse trabalho foi o Cilostazol, medicamento indicado para o
tratamento de doenca vascular periférica e para a reducédo do sintoma de claudicacéo
intermitente. Também pode ser utilizado para prevencao de acidente vascular cerebral. Por
se tratar de um medicamento metabolizado pelas enzimas do citocromo P450, deve-se
analisar a interacdo medicamentosa com outros inibidores das enzimas CYP3A4 e
CYP2C19 e sua posologia deve considerar essas interacdes, sendo de 50 mg ou 100 mg
duas vezes ao dia ou 50 mg duas vezes ao dia quando coadministrada com as enzimas da
familia do citocromo(. Dessa forma, torna-se interessante o estudo do Cilostazol em

membrana polimérica eletrofiada.

Os testes de avalicdo in vitro demonstram a eficacia da membrana polimérica de
Ecovio® eletrofiada e contendo o farmaco em questéo. Isso pode ser realizado por meio de
estudos cinéticos utilizando modelos como Ordem Zero, primeira Ordem, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Peppas-Sahlin; de dissolucdo e analises para
avaliacdo morfologica e térmica das membranas, em que sdo realizadas analises de
microscopias Optica e eletrbnica de varredura (MO e MEV), termogravimetria (TGA),

calorimetria diferencial exploratoria (CDE) e difracdo de raios X (DRX).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo obter uma membrana
eletrofiada polimérica composta de Ecovio® e Cilostazol, caracteriza-la e comprovar sua

eficacia medicamentosa in vitro usando técnicas de liberacéao.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a liberacdo do Cilostazol incorporado em fibras poliméricos, preparados por

processo de eletrofiacéo.

2.2 Objetivos especificos

- Produzir microfibras poliméricas de ECOVIO contendo Cilostazol;

- Caracterizar as microfibras contendo Cilostazol usando as técnicas de analises
termogravimétricas (TGA), calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), Difracdo de Raios-X (DRX),
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

- Realizar o estudo de liberacdo desse material in vitro e comprovar sua efetiva
liberacdo em pH fisioldgico;

- Aplicar modelos cinéticos, avaliando o mecanismo de liberacdo do farmaco.
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3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cilostazol

O Cilostazol € um medicamento indicado para o tratamento de doenga vascular
periférica e para a reducdo do sintoma de claudicacao intermitente. Também pode ser

utilizado para prevencao de acidente vascular cerebral®.

O Cilostazol apresenta-se na forma farmacéutica de p6 branco e cristalino, distribuido aos
pacientes em forma de comprimidos, parcialmente solivel em metanol e acetona. Trata-se
de um derivado quinolénico inibidor da fosfodiesterase celular Ill, que somado a supressao
da degradacédo de monofosfato de adenosina ciclica, leva ao aumento da concentracao de
plaguetas e vasos sanguineos, promovendo a inibicdo da agregacdo plaquetaria e
vasodilatacdo. Esse medicamento possui acdo aos niveis lipidicos do sangue, reduzindo
os triglicérides e aumentando a concentracdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL),
melhorando o perfil lipidico de pacientes lipémicos®.

O farmaco Cilostazol ndo apresenta contraindicacfes graves, mas deve ser evitado
em pacientes com insuficiéncia cardiaca grave. Para tratamento em pessoa com
insuficiéncia hepatica moderada e grave, deve-se ter cautela e acompanhamento médico.
Para mulheres lactantes, o uso do Cilostazol deve ser descontinuado, pois é comprovado
que seus metabolitos séo transferidos para o leite materno. Ja durante a gravidez, estudos
realizados em camundongos, ratos e hamsters, ndo demonstrou teratogenicidade e
reducdo na fertilidade, mas apresentou reducédo no peso dos filhotes. Portanto seu uso
durante a gestacao deve ser avaliado®.

Por se tratar de um medicamento metabolizado pelas enzimas do citocromo P450,
deve-se analisar a interacdo medicamentosa com outros inibidores das enzimas CYP3A4
e CYP2C19, como a Eritromicina e Omeprazol, respectivamente. Dessa forma, sua
posologia deve considerar essas interagdes, sendo de 50 mg ou 100 mg duas vezes ao dia
ou 50 mg duas vezes ao dia quando coadministrada com as enzimas da familia do

citocromo®.

Dessa forma, o estudo de nanofibras contendo Cilostazol se torna relevante, a fim de
se obter uma tecnologia de administracdo alternativa ao paciente, que tenha efeitos

colaterais mais amenos e que seja de utilizagdo mais pratica e eficiente.

A Figura 1 ilustra a estrutura molecular do farmaco Cilostazol.
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Figura 1 - Estrutura molecular do Cilostazol

3.2 Doencas Vasculares/Arteriais Periféricas: O que sdo e como acometem o paciente

As doencas arteriais ou vasculares periféricas sdo patologias que afetam o fluxo
arterial normal do paciente, causando obstrucdo de artérias ou vasos sanguineos, que
podem levar a isquemias. Os principais sintomas sao a claudicacao intermitente, dor nos
membros inferiores mesmo quando estdo em repouso, mudangas na cor da pele e, em
alguns casos mais graves, podem surgir feridas nas pernas e pés. Para as doencas
vasculares, em especial, os principais sintomas sdo veias dilatadas, edemas e tromboses
venosas®. O acometimento dessas doencas esta inteiramente ligado a alguns fatores de
risco como idade e sexo, sendo o0s pacientes com mais de 50 anos 0S mais propensos,
entre homens e mulheres. Porém, para alguns casos como as doencas vasculares
inflamatérias e tromboses venosas, as mulheres sao mais atingidas®. Alguns fatores de
risco podem ser modificados, como sobrepeso, tabagismo e estilo de vida. O tabagismo
pode levar a coagulagéo sanguinea e espessamento do endotélio; as dislipidemias podem
ser evitadas ou controladas com o bom estilo de vida saudavel e boa alimentacéo,
reduzindo a formacgéo de placas de ateroma nas paredes do vasos; a hipertensédo e a
Diabetes Mellitus aumentam o processo da aterosclerose e ma circulacéo periférica; por

fim, a obesidade dificulta a circulacéo periférica normal dos vasos e artérias?.

Infelizmente, os estudos de prevaléncias das doencas arteriais e vasculares
periféricas ndo demonstram a real situacao epidemiolégica dos pacientes acometidos, pois
a maioria deles séo assintomaticos e portanto ndo manifestam que portam a doenca, o que
agrava a morbidade, com risco de aumento da gravidade de outras patologias, dificultando

a qualidade de vida®b,

3.3 Epidemiologia das Doencas Vasculares/Arteriais Periféricas
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A epidemiologia das doencas vasculares e arteriais periféricas demonstram que 4 a
10% da populacéo é acometida e que ap0s 0s cinquenta anos, ocorre um aumento de 20%
de prevaléncia, demonstrando que o fator de risco idade € de grande importancia
epidemiologica®. No ano de 2007, as doencas circulatérias foram consideradas as
principais causas de morte do mundo, atingindo 18 milhdes de pessoas, sendo a
aterosclerose a causa mais prevalente. Durante a fase de claudicacao intermitente, 15%
dos pacientes possuem comprometimento coronariano e cerebrovascular, sendo esse
grupo chamado de portadores de doenca polivascular, na qual ocorre mais de um tipo de
comprometimento circulatorio. O dltimo senso levantado em 2017 pela Organizagdo Pan-
Americana de Saude do Brasil (OPAS)®3) e o mais recente encontrado na literatura, relata
que 17,7 milhdes de pessoas morreram por doencas cardiovasculares em 2015, sendo 31%
de todas as mortes.
Dessa forma, as doencas arteriais periféricas estdo associadas a 30% da morbidade das

patologias cardiovasculares®®.

3.4 Sistemas de liberacao transdérmicos

Os sistemas de liberacdo transdérmicos séo tipos de formas farmacéuticas que
permitem a passagem do medicamento através de permeacdo pela pele, atingindo a
corrente sanguinea com efeitos a niveis sistémicos, além de ser uma boa alternativo para
ativos que possuem degradacdo enzimatica no sistema gastrointestinal®. Esse tipo de
liberacdo possui vantagens e desvantagens para o paciente, sendo elas vistas na Tabela
1

Tabela 1 - Vantagens e Desvantagens dos Sistemas Transdérmicos

Vantagens Desvantagens
Reducéo da posologia Dificuldade de aderéncia a pele
N&o invasivo Uso de esparadrapos para fixar
Sem metabolismo de primeira Perda da eficacia
passagem
Sem efeitos gastricos Compatibilidade fisico-quimicas dos
farmacos
Facilidade de administracao Irritacéo a pele

Fonte: Ruby, P.K., S.M. Pathak, and D. Aggarwal, 20145
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Assim, destacam-se a nanofibras poliméricas, que sdo um tipo de sistema de
liberacdo transdérmicos em niveis nanométricos. Atualmente existem varias técnicas para
a producao de nanofibras poliméricas, mas a que mais se destaca € a eletrofiacao, por se
tratar de uma técnica simples, ndo onerosa e capaz de produzir nanofibras de varios tipos
de materiais e tamanhos“®. As nanofibras geradas possuem alta flexibilidade de uso e
manuseio, além de possuirem boa compatibilidade com a composicéo de diversos tipos de
polimeros e incorporacao de varios tipos de farmacos, além de serem biodegradaveis e
lipossolaveis, o que contribui consideravelmente parem serem Otimas alternativas para um

sistema de liberag&o transdérmico®?.

3.5 Eletrofiacdo do Polimero Ecovio®

A eletrofiacdo é uma técnica de processamento cada vez mais explorada com o
intuito de obter fibras com diametros muito pequenos, variando desde alguns micrébmetros
até nanbmetros e o0 aparato experimental € relativamente simples e as fibras obtidas
apresentam alta razao area-volume®®. Trata-se da aplicacdo de uma tensao entre a agulha
da seringa injetora da solucéo e a placa coletora da fibra eletricamente aterrada. Quando
esse campo elétrico forma uma tensdo maior que a superficial da solucao, forma-se um jato
de solucdo polimérica que é coletado na placa coletora, formando entdo as nanofibras.
Devido ao campo elétrico formado, forma-se uma gota cénica na ponta do capilar, que é
chamado de cone de Taylor®™. A Figura 2 mostra um esquema representativo da

eletrofiagéo.

Regido de

dobramento I

e instabilidade

Cone de Taylor —_

Reservatério da
solugdo polimérica

Coletor

Gerador de alta tens3o

Figura 2 - Esquema da eletrofiac&o
(Adaptado. Repanas, A., S. Andriopoulou, and B. Glasmacher, 2016)®%)

Geralmente, fibras séo obtidas a partir de blendas poliméricas, e suas propriedades
tais como flexibilidade, porosidade, resisténcia mecanica, funcionalidade especifica, bem

como sua resposta a estimulos externos dependem do par polimero-solvente®?, Blendas
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poliméricas sdo definidas como misturas fisicas entre dois ou mais homopolimeros ou
copolimeros®, visando o sinergismo entre cada constituinte envolvido, a fim de obter um
material com melhores propriedades que os constituintes puros@®). Além do par polimero-
solvente, outros parametros experimentais afetam as propriedades finais da fibra, cujos
principais sdo: concentracdo da solucdo polimérica, condutividade da solucéo, fluxo de
injecdo da mesma, voltagem aplicada, distancia entre a ponta da agulha e o coletor e tipo

de agulha®@*: 2 (26),

A tensao aplicada na eletrofiacdo pode influenciar diretamente no estiramento da
fibra e consequente evaporacéo do solvente, sendo que caso a voltagem seja além do ideal
para a producdo das fibras de interesse, ocorre uma instabilidade no cone de Taylor,
levando a um aumento da velocidade de eletrofiacdo, provocando a formagédo de beads,
gue sao acumulos de solu¢cdo num Unico ponto, como pode ser observado na Figura 3 (A).
Da mesma forma, o fluxo de injecao da solucéo polimérica e a distancia entre a agulha e o
coletor podem influenciar diretamente na formacgéo de beads e por isso deve-se determinar
seu valor ideal®”. Assim sendo, se o fluxo estd muito acima do ideal, as fibras podem ser
muitos largas e o solvente ndo evapora o suficiente, formando poros. Enquanto que um

fluxo abaixo, leva a fibras estruturalmente desuniformes em relacéo ao seu diametro®®,

Estudos da influéncia da concentracdo polimérica de fibras levam a um aumento
consideravel do didmetro das fibras. O aumento da concentracdo tem efeito sob a

viscosidade da solucao, gerando fibras mais estaveis frente ao processo de estiramento@®.

Figura 3 - Efeito da concentracdo do polimero Ecovio® na morfologia das fibras (ampliagcdo 3000x)
(A) 5% m.V-1, (B) 10% m.V-1 (C) 15% m.V-1 e (D) ampliacdo de 20000x na fibra de 10% m.V1
(Rodrigo Schneider, Daniel S. Correa, 2017)?9
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A otimizacdo e o0 controle desses parametros podem resultar em fibras com
propriedades muito interessantes e com uma ampla gama de aplicacdo. O polimero de
nome comercial Ecovio®, produzido pela empresa BASF, é uma blenda constituida de dois
polimeros biodegradaveis, o poli (butileno adipato co-tereftalato) — PBAT, produzido pela
mesma empresa e cujo nome comercial é Ecoflex®; e o poli (4cido latico) ou polilactato —
PLA, um poliéster alifatico. O PLA é semelhante a um poliestireno e poli (tereftalato de
etileno), com vantagens como plasticidade térmica e rigidez. Ja o PBAT pertence a classe
de poliésteres alifaticos aromaticos biodegradaveis e assim como o PLA, possui como
vantagem sua rigidez. O Ecovio® possui uma resisténcia mecénica consideravel, além de
elevado modulo de elasticidade. Esse copolimero € utilizado em variadas aplicacdes, tais
como: sacolas plasticas, embalagens de revistas, tubetes para reflorestamentos, entre

outras®. Nas figuras 4 e 5 pode-se observar a estrutura quimica do PLA e PBAT,

respectivamente.
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Figura 4 — Estrutura do Polilactato (PLA)
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Figura 5 - Estrutura do poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT)

3.6 Modelos de cinética de liberacao

A liberag&o do farmaco a partir da matriz formada pelas nanofibras poliméricas ocorre
pelo inchaco da fibra no meio de dissolucao utilizado, que passa do estado seco para o

molhado e sofre alteracdes em sua micro estrutura. Essa capacidade de liberacdo pode
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sofrer influéncia de varios fatores, como a solubilidade no meio de dissolu¢do e a

transferéncia do farmaco para a matriz posteriormente©0.

O processo de dissolucéo é caracterizado pela liberacdo do farmaco em sua forma
farmacéutica no meio de dissolucéo, onde ele se tornara disponivel para ser absorvido pelo
paciente. O pH do meio deve ser ideal para promover essa liberacdo e ser compativel com
a via de administracdo do farmaco, ou seja, no caso das nanofibras poliméricas que sédo de
uso transdérmico, o pH deve ser o fisiol6gico®V. O estudo do perfil de dissolucdo tem como
objetivo avaliar o quao rapido o medicamento solubiliza no meio e isso determinara a
velocidade com que ele é absorvido. Dessa forma, a escolha da matriz polimérica onde o
farmaco esta contido é de extrema importancia, pois os polimeros que sdo biodegradaveis
sofrem uma dissolucéo por difusdo e decomposi¢ao da matriz, que influenciara diretamente

na velocidade de liberacdo do farmaco®V.

Assim, alguns modelos sdo amplamente utilizados para analisar a liberacdo das
substancias ativas incorporadas em matrizes poliméricas através de meios de dissolucao,

sendo eles:

Modelo de Ordem Zero: trata-se de um modelo utilizado para uma liberacdo mais

lenta de farmacos cuja forma farmacéutica é de dificil desagregacao.
my — my = kot Equacéo 01

Em que m,; é a concentracdo do farmaco liberado no tempo t, my é a concentracao inicial

do farmaco na solucéo e k, é a constante de liberacdo do modelo cinético de ordem zero®?,

Modelo de Primeira Ordem: aplicado a sistemas de farmacos hidrofilicos contidos

em estruturas porosas.

log(100 — m,) = log100 — ——t Equacio 02

7

Em que m, é a concentracdo do farmaco liberado no tempo t e k1 é a constante de

liberacdo dos modelo cinético de primeira ordem®2,

Modelo de Higuchi: onde a liberagdo do farmaco ocorre por difusdo, em que esta
dependente da raiz quadrada do tempo. Esse modelo apresenta limitagcbes no uso de

farmacos com liberacéo controlada, pois 0s o intumescimento da matriz interfere na difuséo.

m, = Ky(t'/?) Equac&o 03
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Em que m;é a concentracdo do farmaco liberado no tempo t e Ky € a constante de

liberacdo do modelo cinético de Higuchi®2,

Modelo de Korsmeyer-Peppas: modelo em que a velocidade de liberacdo é
diretamente proporcional ao tempo. Nessa formula matematica deve-se levar em
consideracdo ndo somente a difusdo do farmaco no meio de dissolu¢cdo, mas também o

relaxamento da matriz.

T = kyept™ Equacéo 04

Moo

™ representa a fracéo do farmaco liberado em func&o do tempo t, k é constante

Moo

Em que

e n € o expoente de liberagdo®?.

Modelo de Hixson-Crowell: geralmente é aplicado a modelos cuja liberacdo do

farmaco é proporcional a area superficial do sistema.
(100 — m)Y3 = 1003 — Kyt Equac&o 05

Em que m; é a concentracdo do farmaco liberado no tempo t e Ky € a constante de

liberacdo do modelo cinético de Hixson-Crowell®?,

Modelo de Peppas-Sahlin: Esse modelo € um complemento ao modelo de Peppas
et al. @, em que ha uma maior contribuicdo matematica no entendimento dos fendmenos

de difuséo e relaxamento.

% = kyt™ + k,t?m Equac&o 06
Em que 1:_: representa a fracdo do farmaco liberado em funcéo do tempo t, k; e k, séo as

constantes que refletem as contribuicdes relativas do mecanismo de difusdo e do
mecanismo de relaxamento, m é o expoente de difusdo da preparacdo farmacéutica que

apresente uma liberacdo modificada®?.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo da solucéao

Para a realizac@o desse trabalho, foram utilizadas blendas poliméricas constituidas
de poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT) e poli (4&cido latico) (PLA), comercializado
pela Basf sob o nome comercial de Ecovio®. A solucéo polimérica foi preparada utilizando
uma mistura de solventes de 85% v/v de Cloroférmio e 15% v/v de Dimetilformamida,
ambos de pureza P.A. e do fabricante Neon sob agitacdo magnética por 24 horas, sendo
que nessa solucéo foi acrescentado o polimero Ecovio® a 15% m/v. A concentracédo de
Cilostazol foi incorporada na solucéo polimérica nas concentraces de 5% m/m, 10% m/m,
20% m/m e 30% m/m, em relacdo a massa do polimero. Foi escolhido aquela em que
apresentou melhor formacdo das fibras e menores quantidades de beads. Ao final, a
solucéo do polimero com o Cilostazol incorporada foi entdo colocada em uma seringa de
vidro de volume de 10 mL, com agulha do tipo Hamilton de diametro de 1,5 mm e foi
eletrofiada a uma distancia do coletor de 12 centimetros, a um fluxo de 1 mL/ hora e sob
tensdo de 14 kV. Esses parametros foram definidos em estudos prévios realizados em
NOsso grupo de pesquisa. Assim, 0s parametros utilizados no sistema de eletrofiagéo estédo
apresentados na Tabela 2 e foram seguidos rigorosamente em todos os resultados que

serdo apresentados nesse trabalho.

Tabela 2 - Par@metros a serem utilizados na eletrofiacédo

Parametro Condicao
Ecovio® 15% miv

Cilostazol 5%, 10%, 20% e 30% m/v

Dimetilformamida e Cloroformio 15% v/v 85% viv
Agulha Hamilton, didmetro 1,5 mm
Seringa Vidro, 10 mL
Seringa-Coletor 12 cm de distancia
Fluxo 1 mL/ hora

Tenséo 14 kV

As solucgdes eletrofiadas e preparadas conforme as concentracdes acima citadas,

foram executadas utilizando as quantidades demonstradas na tabela 3.
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Tabela 3 - Quantidades utilizadas nas eletrofiacfes

volume da | 10701 (%) .

oo | Gonl) | s | ccmion | wassade
(mL) Ecovio®

8 5 0,0373 15 0,7428
8 10 0,0759 15 0,7528
8 20 0,1505 15 0,7515
10 30 0,4543 15 1,5042

A solucdo polimérica a ser eletrofiada é entdo acondicionada na seringa de vidro tipo
Hamilton de 10 mL, a qual é presa a uma bomba de infusdo. Nessa bomba é necessério
gue sejam ajustados os valores de fluxo desejado, quantidade a ser eletrofiada e diametro
do émbolo da seringa, que interfere na velocidade de eletrofiacdo. O diametro é medido
com auxilio de paquimetro e o valor é ajustado em milimetros. Na placa coletora, a qual €
feita de aco inoxidavel, deve-se colocar um papel tipo manteiga para receber a solucéo
polimérica eletrofiada, o qual cola-se com fita branca. A escolha do papel deve-se a
facilidade de remocéo da fibra posteriormente. Conecta-se um fio de cobre positivo a agulha
da seringa e outro negativo na placa coletora, e enfim a bateria é ligada a uma tenséo de
14 kV. A umidade relativa do ar deve estar abaixo de 40% e deve ser monitorada, para iSso

€ necessario que a sala esteja refrigerada.

4.2 Caracterizacado dos filmes

Para avaliagdo morfolégica e térmica das membranas, foram realizadas
andlises microscopia eletrénica de varredura (MEV), termogravimetria (TGA), calorimetria
diferencial exploratoria (DSC), difracdo de Raio-X (DRX) e espectroscopia na regido do
infravermelho utilizando transformada de Fourier (FTIR). Posteriormente foi feita a
avaliacdo da liberacdo do farmaco, por meio do estudo do perfil de dissolucdo do farmaco
Cilostazol incorporado nas concentragdes citadas, em que o0 meio de dissolucao utilizado
foi tampao fosfato de potassio pH 5,5, simulando o pH fisiolégico da pele, o qual seria o

local de aplicacdo da membrana.

4.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise morfologica das fibras foi realizada por MEV utilizando o equipamento do
modelo VEGA3 TESCAN, na qual foram acondicionadas as amostras em uma fita adesiva
dupla face de carbono, e fixadas em um suporte. Posteriormente, foram metalizadas com
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ouro até a espessura de aproximadamente 5 nm, utilizando para isso um metalizador

Denton. As amostras foram analisadas com ampliacdo de 1000, 3000 e 10000 vezes.

4.2.2 Termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica das blendas poliméricas foi determinada por meio de anélises
termogravimétricas no equipamento Perkin-Elmer STA 6000 Thermal Analyzer, em que
utilizou-se 6 mg do filme, que foi colocado no recipiente do equipamento sob taxa de
aguecimento de 10°C por minuto, variando a temperatura de 30 a 900°C, usando uma

atmosfera de Nitrogénio com vazéo de 50 mL min-t. Utilizou-se cadinho de porcelana.

4.2.3 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

Com o intuito de avaliar as possiveis alteragfes nas intera¢cdes do polimero com o
farmaco, foi realizada a andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) utilizando o
calorimetro Mettler-Toledo. Foram utilizados 6 mg de amostra, aquecimento a temperatura
de 30 até 200 °C, em uma taxa de 10°C por minuto, vazao de nitrogénio de 50 mL/min e o
resfriamento de 200 até 30°C, taxa -10°C/minuto. Foi utilizada um cadinho de aluminio
fechado.

4.2.4 Difrag&o de Raios-X (DRX)

Para verificar a estrutura cristalina e determinar o grau de cristalinidade das amostras
foi realizado o teste de difracdo de raios-X utilizando o difratbmetro Difratdmetro Bruker®,
com difracdo em angulo de 26, variando de 5 a 60°, com resolucdo de 0,01°, usando

radiagdo CuKa de A=1,5406 A, com monocromador de grafite.

4.3 Analise de espectroscopia naregido do infravermelho com transformada de
Fourier

As membranas poliméricas foram analisadas por Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), utilizando-se o modulo de Refletancia
Total Atenuada (ATR). As analises foram realizadas em temperatura ambiente, na regiao

de 600 a 4000 cm*, com resolucédo de 1 cm™* em um Espectrometro Perkin-Elmer FTIR.
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4.4 Andalises Mecanicas

As analises mecénicas foram realizadas no Laboratério de Alimentos da UTFPR. As
propriedades mecanicas foram determinadas utilizando um texturémetro (Stable Micro
Systems, TA.HDplus) com célula de carga de 5 kg. Amostras retangulares dos filmes
poliméricos foram cortadas, com 40 mm de comprimento e 10 mm de largura. A espessura
de cada filme foi medida usando um micrometro de alta preciséo (limite de detecgéo =
0,001mm) por mais de 4 vezes realizadas em diferentes locais da amostra e valor meédio
foi calculado. Para execucédo dos ensaios, a distancia inicial entre as garras foi 200,0 mm e
uma velocidade de 1,2 mm/min; as amostras foram submetidas ao peso “Strain” de 20,0
mm e uma area de “Stress” de 0,38 mm?, por uma rampa de aquisi¢éo de 10 PPS e durante

150 segundos.

4.5 Liberacéao “in vitro”

Para o estudo de liberagcédo do farmaco por meio do filme polimérico, foi colocado 100
mL de solucao tampéao fosfato de potassio pH 5,5 dentro de um Erlenmeyer de 250 mL. Em
seguida, pesou-se cerca de 0,15 g de fibra em formato retangular e colocou-se no fundo do
Erlenmeyer, contendo o tampé&o e entdo a vidraria foi acoplada no agitador tipo Shaker com
temperatura de 35°C. Primeiramente, foi coletado aliquotas em 5, 20, 40 e 60 minutos. Em
seguida aumentou-se o tempo de coleta para cada 1 hora e isso foi repetido por 36 horas.
Essa aliquota retirada foi avaliada por técnica de UV, utlizando um aparelho
espectrofotdbmetro Shimadzu UV-Visible 1800, com comprimento de onda de 200 a 400nm,
sendo que em 256 nm tinha-se o pico do farmaco Cilostazol. Em seguida, essa mesma
aliquota era devolvida ao Erlenmeyer em agitacao e aquecimento, para que ndo houvesse
diferenca no volume de tampdo e consequentemente na concentracdo de farmaco
dissolvido. Essa andlise foi realizada em triplicata e para todas as concentracfes de

Cilostazol testadas.

Posteriormente, apds aproximadamente 250 dias desde o primeiro estudo de
liberacao foi realizado e usando as mesmas membranas que foram usadas anteriormente,
fez-se novamente a liberacdo, para verificar se as mesmas ainda possuiam Cilostazol
sendo liberado. O processo de liberacdo foi executado exatamente da mesma maneira
como descrito no procedimento experimental, utilizando a mesma solugcdo tampéao fosfato
de potassio pH 5,5, porém as coletas foram realizadas apenas uma vez ao dia. Inicialmente
realizou-se a coleta zero dia, seguida da coleta em 24 horas, 96 horas, 168 horas e 192

horas
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4.6 Aplicacdo dos modelos cinéticos de liberacéo

A aplicacdo dos resultados da liberacdo do farmaco nos modelos cinéticos de
liberacdo tem por finalidade mostrar a relacdo dos parametros de liberagdo com a
biodisponibilidade do farmaco incorporado nas nanofibras. Dessa forma, a liberacdo do
Cilostazol por meio das nanofibras de Ecovio® foram avaliados utilizando os modelos de
ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell e Peppas-Sabhlin,
utilizando o software DDSolver. Posteriormente, esses modelos e 0s seus respectivos
resultados foram avaliados através da analise do R? ajustado e critério de AIC para escolha

do melhor modelo que se aplica a liberacéo do Cilostazol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As fibras utilizadas nesse trabalho foram eletrofiadas seguindo rigorosamente os
parametros de eletrofiacdo estabelecidos no item 4.1 Preparo da solucdo desse trabalho.
Foram realizados eletrofiacbes nas concentracfes de 5%, 10%, 20% e 30% (m/m) de

Cilostazol em relacdo a 15% (m/v) de Ecovio®.

5.1 Caracterizacao das fibras

A analise morfolégica das fibras foi realizada utilizando a Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV), as comparacbes da morfologias, foram realizadas variando a
concentracdo do farmaco, antes e ap0s sua liberacdo. Os resultados podem ser observados
abaixo na Figura 6.
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Figura 6 — Imagens de Microscopia eletrénica de varredura (MEV): para blenda de Ecovio® puro nas
ampliacdes de 2000x e 20000x (a), com 5% m/m de Cilostazol antes (b) e depois (c) nas ampliacdes
de 2000x e 20000x, para a blenda de Ecovio® com 10% m/m de Cilostazol antes (d) e depois (e) em
ampliacGes de 2000x e 20000x, com 20% m/m de Cilostazol antes (f) e depois (g) nas ampliacGes de
2000x e 20000x, para a blenda de Ecovio® com 30% m/m de Cilostazol antes (h) e depois (i) em
ampliacBes de 2000x e 20000x, respectivamente.

Ao observar as micrografias da Figura 6, nota-se que aumentando a quantidade de
Cilostazol, aumenta-se a homogeneidade das fibras. Além disso, calculando o diametro
meédio das mesmas, constatou-se um aumento a medida que adiciona-se mais farmaco no

filme.

E possivel observar também que quanto menor a concentracio do medicamento na
fibra, menos homogénea ela fica e maior dispersdo das fibras ocorre no momento da
eletrofiacdo, como pode ser visto na comparacao das figuras 6-b) e c) (Cilostazol 5%) e 6-
h) e i) (Cilostazol 30%), onde na concentracdo de 30% existe maior organizacdo e
homogeneidade das fibras, tanto em sua forma liberada quanto na forma néo liberada.

As imagens de antes e depois em cada Figura demonstram como ocorre mudancas
morfolégicas na estrutura fibrosa com a liberacdo do farmaco, em que se observa maior
dispersdo e espacamento das fibras apés a liberacdo do farmaco, explicitando assim que
a incorporacao do farmaco as fibras influencia na conformacéo de fibra. Isso pode ser visto
em todas as figuras, porém mais claramente nas figuras 6- f); g), h), i), concentracbes de
20% e 30%, respectivamente.

As figuras que contém o farmaco, antes da liberacdo, observa-se a presenca de
cristais e irregularidades, que podem ser vistas ainda apos a liberacdo. Porém, o Cilostazol
incorporado ao Ecovio em maiores concentragdes, nota-se menos cristais, indicando que

guanto maior a concentracao do farmaco, maior o encapsulamento do mesmo a fibra.

Na tabela 4 sdo apresentados os valores dos diametros das fibras obtidas através
das diferentes concentracbes do Cilostazol usadas. Ocorre uma pequena variagdo de

didmetro nas fibras.
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Tabela 4 - Didmetro das fibras com Ecovio® variando as concentracdes de Cilostazol e mantendo a
distancia de 15 cm e a tenséo aplicada

Concentracao de Cilostazol (m/m) Diametro(pum)
0% 1,17 £ 1,22
5% 0,82 + 0,96
10% 1,07 + 1,60
20% 0,99 + 1,33
30% 1,15+ 2,27

As condicdes de eletrofiacdo podem afetar a formacdo da fibra e alterar a sua
morfologia, como pode ser observado na Figura 6- b), c) (Cilostazol 5%), em que houve a
formacao de beads. Além disso, os cristais presentes na superficie da fibra também podem
interferir no processo, uma vez que estdo relacionados as propriedades dos solventes e
portanto com a interacdo polimero-farmaco. Com 20% de farmaco, observa-se que nao
ocorreu 0 encapsulamento completo do farmaco pela fibra, podendo ser justificado pela
maior solubilidade do farmaco em um dos solventes utilizados, o cloroformio e a baixa
solubilidade no segundo solvente, a dimetilformamida. Como o cloroférmico é mais volatil,
este tende a evaporar primeiramente ao aplicar a tensdo, quando isso ocorreu ele carreou
o farmaco acondicionando-o na superficie da fibra. No entanto, com o aumento da
quantidade de farmaco (30%), uma parte deste, provavelmente permaneceu no interior das
fibras. A temperatura e umidade do ambiente no momento da eletrofiacdo podem interferir,
promovendo uma alteracéo na evaporacado do solvente. A presenca de agua adsorvida na
superficie da fibra poderd gerar poros, alterando as caracteristicas morfolégicas do
material. O ideal para a eletrofiacdo destes polimeros, € trabalhar em temperaturas
préximas a 25°C e a umidade do ar em torno de 40%(3).

5.1.2 Analise de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de
Fourier

A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho é capaz de investigar a
complexacdo ou interagdes quimicas que ocorreram na nanofibras entre as matrizes
poliméricas que ela compdem, bem como, possiveis altera¢cdes nos grupamentos quimicos

Os resultados dessa analise para as concentracdes de Cilostazol 5%, 10%, 20% e

30% sao representadas nas figuras 7 a 11.
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A partir da interpretacdo dos espectros acima, podemos observar os estiramentos

caracteristicos das estruturas moleculares do farmaco Cilostazol, do PBAT e PLA.

O Cilostazol possui em suas estrutura molecular uma amida secundaria, a qual esta
presente em todas as figuras através da banda em torno de 3000 cm™, a qual é
caracteristica do estiramento simétrico da ligacdo NH de aminas secundarias. Além desse
grupo, também observa-se uma banda em torno de 1460 cm caracteristico de amidas
secundarias, grupamento também visto no farmaco®4.

As bandas presentes entre 1600 a 1200 cm séo referentes ao farmaco Cilostazol e
confirmam a presenca do filme de Ecovio. J4 o estiramento em 1670 cm™ corresponde a
ligacdo C=0 e em 1500 cm refere-se a ligacdo C-C do anel aromatico®>).

Os estiramentos simétricos das ligacdes caracteristicos dos polimeros PBAT e PLA
também s&o vistos em todas as figuras, uma vez que eles compdem o Ecovio e esse esta
em todas as concentracdes de farmaco, liberado e néo liberado. As bandas de 1700 a 1750
cm sdo provenientes dos estiramentos da ligacdo C=0 da carbonila do PLA (alifatica) e

do PBAT (aromatica). A metila (CH3) presente no PLA esta representada pela banda em
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1450 cm?, devido a deformacgéo angular do grupo CH2, enquanto as bandas em torno de

2900 cm referem-se ao estiramento C-H(®8),

5.1.3 Analises termogravimétricas (TGA)

A partir das analises de TGA pode-se determinar a estabilidade térmica da blenda
polimérica, com o intuido de definir a temperatura de decomposicdo da mesma na auséncia
e presenca do farmaco, bem como, antes e apds sua liberacdo. As figuras 12 a 16
demonstram a curva termogravimétrica e registro da derivada de decomposicdo para o

farmaco liberado e néo liberado; e o Ecovio e Cilostazol puro.
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Figura 12 - Curva termogravimétrica (TGA) == ¢ registro da derivada da curva de decomposicgao
(DTGA) mmm da blenda de Ecovio puro 15% (a) e Cilostazol puro (b)
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A Figura 15 apresenta dois picos bem definidos, caracterizados pelos eventos
térmicos da blenda polimérica de Ecovio®, composta por PLA e PBAT, sendo que a
degradacdo do polimero PLA corresponde ao primeiro evento térmico (300°C a 313°C) e 0
PBAT o segundo (363°C a 434°C)(®"). Dessa mesma forma pode-se observar os mesmos

picos nas demais concentracado de 5%, 10% e 30%.

Percebe-se por meio do gréfico de concentracdo de Cilostazol de 20% que apds a
incorporacdo e liberacdo do farmaco houveram mudancas no inicio do processo de
degradacdo, tornando-o menos estavel (=19°C, de 288,66°C para 269,2°C) e na
temperatura de degradacdo méaxima do PLA, havendo uma diminuicdo de
aproximadamente 13°C (313,28°C para 300,05°C). Considera-se uma diminuicdo na
estabilidade térmica do polimero PLA devido a diminuicdo das temperaturas apos a
insercao do farmaco. O mesmo aconteceu durante a degradacao do polimero PBAT, onde
nota-se uma diminuicdo de aproximadamente 50°C (434,24°C para 384,64°C) na
temperatura de degradacdo méaxima, reforcando novamente que ocorreu uma interacédo
entre o farmaco e o polimero, causando a diminuicdo na estabilidade térmica da blenda.

Da mesma forma € possivel observar que ocorre reducdo na temperatura de
degradacdo do PLA de aproximadamente 4°C (de 313,28°C para 309,02 °C) para a
concentracdo de Cilostazol de 5%, levando a reducdo da estabilidade térmica apoés
incorporacao do Cilostazol. O mesmo aconteceu durante a degradacao do polimero PBAT,
onde nota-se uma diminuicdo de aproximadamente 35°C (434,24°C para 398,33°C) na
temperatura de degradacdo maxima.

Também no grafico de 10% de Cilostazol ocorre reducdo na temperatura de
degradacéo do PLA de aproximadamente 13°C (de 313,28°C para 300,71 °C), levando a
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reducdo da estabilidade térmica apoés incorporacdo do Cilostazol. O mesmo aconteceu
durante a degradagdo do polimero PBAT, onde nota-se uma diminuicdo de
aproximadamente 37°C (434,24°C para 397,19°C) na temperatura de degradagdo maxima.

Corroborando com as demais concentracdes, para o Cilostazol a 30% observa-se
gue ocorre reducéo na temperatura de degradacédo do PLA de aproximadamente 13°C (de
313,28°C para 300,71 °C), levando a reducdo da estabilidade térmica ap6s incorporacao
do Cilostazol. O mesmo aconteceu durante a degradacao do polimero PBAT, onde nota-se
uma diminuicdo de aproximadamente 37°C (434,24°C para 397,19°C) na temperatura de
degradagdo maximaG4.

Assim, conclui-se que em todas as concentragdes de Cilostazol testadas houveram
reducdes nas temperaturas de degradacao dos polimeros PLA e PBAT, demonstrando por
meio das analises termogravimétricas, que ha interacdo do medicamento com o polimero
e 0 mesmo sofre degradacodes e perde estabilidade. Nota-se ainda que a maior variacao da
temperatura de degradacao ocorreu para a degradacédo do PBAT, indicando uma possivel

maior interacdo com este polimero.

5.1.4 Calorimetria Diferencial Exploratdria (DSC)

As analises térmicas por calorimetria diferencial exploratéria comprovam as
alteracdes na estrutura da blenda polimérica apds a incorporacéo do farmaco Cilostazol,
antes de sua liberagcdo e ap0Os, corroborando com os resultados das analises

termogravimétricas. Isso pode ser observado nas Figuras 17 a 22.
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As figuras 17 a 22 demonstram mais um comportamento térmico das fibras
produzidas de Cilostazol e Ecovio®, sendo esse composto pelos polimeros PLA e PBAT.
O PBAT é um éster constituido por uma parte alifatica e outro aromatica, cujos pontos de
fusdo correspondem aos picos 1 (~60°C) e 2 (~110°C), respectivamente. O polimero PLA,
possui temperatura de fusdo em aproximadamente 150°C (pico 3) e pode-se observar que
em todas as figuras tem-se um evento exotérmico a 80°C logo apds o pico 1, resultante da
recristalizagdo do PLA(9, Por fim, o pico 4 com aproximadamente 70°C refere-se a
cristalizacao dos polimeros.

Observa-se, em todas as Figuras (17 até 22) de DSC, os mesmos comportamentos
exotérmicos e endotérmicos para todos os picos, alterando apenas as temperaturas de
fusdo em relacdo a concentracado de Cilostazol na membrana polimérica. Dessa forma,
conclui-se que a inser¢cdo do farmaco as blendas poliméricas provoca variacdes nas
temperaturas tanto de fusdo, quanto de cristalizacdo de todos os polimeros testados, bem

como o calor envolvido no fendmeno fisico®®, como pode ser observado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Ponto de Fuséo, Cristalizacdo e Calor de Fuséo da blenda de Ecovio com Cilostazol

liberado e nao liberado

Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4
Amostra . Calor . Calor | Trsao  Calor |Tcristaiizacgo  Calor
TFuséo ( C) TFuséo ( C) o 0
(J/9) (J/9) (°C) (J/9) (°C) (J/9)
Ecovio Puro 60,00 0,90 123,20 9,74 151 8,88 84,00 -2,79
5%
Ecovio e
Cilostazol | 63,44 1,35 123,64 1,4 |151,27 9,46 81,95 -0,33
Liberado
Ecovio e
Cilostazol | 62,28 1,28 125,95 1,87 |151,28 10,33 82,19 -3,53
nao liberado
10%
Ecovio e
Cilostazol | 63,80 0,90 100,80 2,4 150,4 6,2 77,80 -4,89
Liberado
Ecovio e
Cilostazol | 60,70 1,22 118,00 1,3 149,9 7,3 75,00 -3,96
nao liberado
20%
Ecovio e
Cilostazol 65,00 3,80 84,00 7,75 150 22,72 74,00 -2,56
Liberado
Ecovio e
Cilostazol 62,00 2,40 109,40 0,51 148,9 13,83 67,81 -4,40
nao liberado
30%
Ecovio e
Cilostazol 62,64 2,16 105,93 0,04 149,43 20,55 79,47 -2,20
Liberado
Ecovio e
Cilostazol 59,52 1,00 106,15 0,17 148,63 24,42 66,60 -2,16
nao liberado

Utilizando a andlise da cristalinidade da fibra, pode-se observar que aumentando a

quantidade de farmaco até 20%, tem-se um aumento do calor de fusdo e uma diminuigdo

da temperatura de cristalizacdo, constatando-se que o farmaco esta interagindo com o

polimero, principalmente o PBAT, pois esta recristalizagéo é inerente a este polimero,
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corroborando com os dados de TGA. No pico 2, observa-se que o aumento da quantidade
de farmaco aumenta a temperatura de fusdo. Para o PLA ndo houve alteracdo significativa
na temperatura de fuséo, porém entre 20 e 30% de farmaco, nota-se um aumento do calor
de fuséo, indicando uma interacdo, mas de menor intensidade quando comparado com o
PBAT®),

Assim, as variagcbes que indicam uma interacdo entre o farmaco e a blenda
polimérica, podem ser comprovados com a porcentagem de cristalinidade, determinada a

partir dos calores de fusdo envolvidos e a equacao abaixo.

_ AHp—AH.

X, = ane X 100 Equacao 07

Sendo AH,, a entalpia de fusdo da amostra, AH.. a entalpia de cristalizacdo a frio da
amostra e AH), a entalpia de fuséo tedrica da amostra 100% cristalina, no caso do PBAT
AHS =114 ] gte PLA AHZ, = 93,7 ] g1,

A Tabela 6, demonstra a porcentagem de cristalinidade calculada para os trés picos
referentes as fusdes dos mondémeros da blenda polimérica de Ecovio® com Cilostazol
liberado e néo liberado, sendo que os picos 1 e 2 referem-se aos mondémeros alifatico e
aromatico do PBAT, respectivamente. Ja o pico 3 refere-se a fusdo do polimero PLA.
Observa-se que ocorre um aumento da cristalinidade e apés a liberacédo, uma reducéo®).
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Tabela 6 - Porcentagem de cristalinidade calculada para os trés picos referentes as fusdes dos
mondmeros da blenda polimérica de Ecovio® com Cilostazol liberado e néo liberado

Cristalinidade | Cristalinidade | Cristalinidade

Amostra 1Xc (%) 2X¢ (%) 3X. (%)

Fibra de

Ecovio® 3,24 10,9 10,24

Fibra de
Ecovio® com
Cilostazol
Liberado

1,47 1,52 8,59

Fibra de
Ecovio® com 4,21 4,74 12,16
Cilostazol

10%

Fibra de
Ecovio® com
Cilostazol
Liberado

5,36 6,38 9,74

Fibra de
Ecovio® com 4,32 4,59 9,85
Cilostazol

20%

Fibra de
Ecovio® com
Cilostazol
Liberado

5,58 9,04 22,17

Fibra de
Ecovio® com 5,99 4,30 15,99
Cilostazol

30%

Fibra de
Ecovio® com
Cilostazol
Liberado

3,82 1,96 19,96

Fibra de
Ecovio® com 2,77 2,04 23,32
Cilostazol
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5.1.5 Difragéo de Raios-X

A blenda polimérica de Ecovio® composta por PLA e PBAT, possui caracteristicas
como cristalinidade, morfologia e homogeneidade das fibras, e todas essas estéo ligada ao
modo como a solucéo polimérica € eletrofiada, uma vez que a solidificacdo da membrana
se da pela evaporac¢éo dos solventes que compdem a solucdo. Dentre essas propriedades,
a cristalinidade pode ser a mais afetada, uma vez que as cadeias moleculares ndo possuem
tempo habil para formar uma estrutura cristalina e homogénea. Dessa forma, faz-se

necessario avaliar o grau de cristalinidade da membrana apoés ser eletrofiada.

A eletrofiacdo pode afetar a cristalinidade dependendo da composi¢ao do polimero,
gue nesse caso ¢ feito de PLA e PBAT. O PLA é um polimero semicristalino, em que sua
cristalinidade predomina em seu interior, com estruturas mais uniformes e degradacgéo
lenta. Uma cristalinidade elevada gera uma baixa intensidade de transi¢cao vitrea, devido a
uma pequena porcdo amorfa que possa existir®),

Nas Figuras 23 a 26, nota-se um aumento da cristalinidade em dois picos, o primeiro
referente a cadeia alifatica do PBAT, o terceiro referente ao PLA. O segundo pico, referente
a cadeia aromatica do PBAT, ndo houve mudanca significativa. Dessa forma, conclui-se

uma interacéo do farmaco com a cadeia alifatica do polimero Ecovio®.

250
Ecovio com Cilostazol liberado

200
150
100 ~

50

Intensidade (u.a)

0 T T ; T T ; T T T T T T T
250 9 10 20 | 30 40 50 60

200 Ecovio com Cilostazol nao liberado

150

100

Intensidade (u.a)

50

0 10 20 30 40 50 60
20

Figura 23 - Difratograma de raio-X das fibras de Ecovio® com o Cilostazol 5% e apds a liberagao,
obtidos na faixa de valores de 20 entre 5° e 60°, com incremento de 0,01°
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Figura 24 - Difratograma de raio-X das fibras de Ecovio® com o Cilostazol 10% e apds a liberagao,
obtidos na faixa de valores de 20 entre 5° e 60°, com incremento de 0,01°
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Figura 25 - Difratograma de raio-X das fibras de Ecovio® com o Cilostazol 20% e apds a liberagao,
obtidos na faixa de valores de 20 entre 5° e 60°, com incremento de 0,01°
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Figura 26 - Difratograma de raio-X das fibras de Ecovio® com o Cilostazol 30% e apds aliberagéo,
obtidos na faixa de valores de 20 entre 5° e 60°, com incremento de 0,01°

As analises dos Difratogramas de raio-X confirmam a forma cristalina do Cilostazol
devido a posicao dos picos, demonstrando um padrao de difracdo caracteristicos e intenso
de20a12,7°,14,0°, 15,5°,20,4°, 23,4° e 24,0°@", Esse aumento de intensidades dos picos
ocorre na mesma regido em que o farmaco tem maior concentracdo de picos intensos e
definidos. Porém, pode-se obervar em todas as figuras que ocorre perda na intensidade
dos picos apoés a incorporacdo do Cilostazol no polimero, demonstrando que 0 mesmo
perde sua cristalinidade, aumentando sua solubilidade e biodisponibilidade. Porém, trata-
se um comportamento esperado e desejado, relacionado as energias livres envolvidas no
processo de dissolucdo, uma vez que o medicamento possui baixa solubilidade em meio

aquoso e soélidos amorfos requerem menos energia®”.

Comparando as imagens das membranas, conclui-se que o Cilostazol apresenta
menor intensidade de picos apés sua liberacdo no meio de dissolucdo cujo pH € 5,5, logo
a quantidade de farmaco presente nas fibras que interage com o polimero € menor. Além
disso, alguns picos tornam-se mais evidentes apos a liberacdo na concentracdo de 30%,
devido a maior concentracdo de medicamento na fibra, corroborando para os resultados

das analises de DSC dessa mesma concentracao.

5.1.6 Analise Mecanica
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Em relacdo ao comportamento mecanico, pode-se relatar que o filme obtido possui

um comportamento viscoelastico. Deve-se ressaltar que os valores de Modulo elastico e

tensdo maxima sdo mais baixos quando as concentra¢des do farmaco sdo mais baixas e

portanto esses resultados aumentam com o aumento das concentracdes (Tabela 7). Ao

aumentar a quantidade de farmaco, este promove um aumento nas propriedades

mecanicas, indicando que o Cilostazol estd interagindo com as cadeias poliméricas,

corroborando novamente com as outras analises, como pode ser visto na figura 27.

Stress (MPa)
-
N
1

Cilostazol
— 10 %
—_—20 %
30 %
—_— 0 %

10 20

30 40

Strain (%)

50

Figura 27 - Gréfico da anélise mecanica da membrana referente as concentra¢cées 0%, 10%, 20% e
Cilostazol 30% incorporadas ao Ecovio 15%

Tabela 7 - Detalhamento do comportamento mecéanico das fibras de Cilostazol 0 %, 10%, 20% e 30%
incorporadas ao Ecovio 15%

Amostra Médulo Elastico | Tensdo Maxima | Alongamento na
(MPa) (MPa) ruptura (%)
i 0
meovio * O % 0,14 1,09 40
i 0
mCOvi0 + 1% 0,13 0,69 38
i 0
Foovor 2% | o 5
i 0
Cooo s | oas s

5.1.7 Estudo de liberacao
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As membranas poliméricas eletrofiada foram desenvolvidas com objetivo de serem
utilizadas pelo paciente como um sistema de administracdo transdérmico, em que havera
uma liberacéo do Cilostazol de forma sistémica através da pele e evitando o metabolismo
de primeira passagem pelo figado, bem como sua competicao pelas enzimas do citocromo.
Dessa forma, para demonstrar que o farmaco é capaz de ser liberado da membrana quando
em contato com o pH fisiolégico, € de extrema necessidade que se faca um estudo da
dissolucéo do farmaco. Os resultados das liberacdes séo vistos nas figuras do Apéndice |

desse trabalho para as concentractes de 5%, 10%, 20% e 30% de Cilostazol.

Apoés 250 dias que essas membranas foram analisadas, foi realizado um novo
processo de liberacdo, pois nem todo farmaco havia foi retirado da matriz polimérica. Essas
membranas foram armazenadas em temperatura ambiente do laboratério e dentro de um
envelope confeccionado de papel manteiga, onde elas ndo tinham contato com umidade e
estavam livres de grandes atritos que pudessem rompé-las. O processo de liberacéo foi
executado exatamente da mesma maneira como descrito no procedimento experimental,
utilizando a mesma solucao tampao fosfato de potassio pH 5,5, porém as coletas foram
realizadas apenas uma vez ao dia. Inicialmente realizou-se a coleta zero dia, seguida da
coleta em 24 horas, 96 horas, 168 horas e 192 horas. As figuras 28 a 30 demonstram que
a membrana manteve a liberagcdo do farmaco mesmo apdés 250 dias armazenadas e
também por uma semana de liberagcdo. Esses resultados corroboram com os obtidos nos
graficos APENDICE | e ainda demonstram que a membrana € estavel mesmo depois de
dias armazenada e mantém sua atividade. Ressalta-se que esse estudo posterior nao foi
realizado com a membrana de 5%, pois a primeira liberacéo realizada nessa concentracéo
de farmaco demonstrou pouca atividade de liberacdo, com baixa taxa de liberacdo do
Cilostazol e por poucas horas, ndo sendo téo efetiva quanto as demais concentracdes, logo

ela foi excluida desse estudo final.

—m— Primeira
- —e— Segunda
. A Terceira
0,55 ]
- A
0,50 4 :
0,45 - .
o] N I\./.
! e /
@ 0,35 o
g 4
0,30
0,25
0,20 4
0,15 -
0’10 I ' : . I T T T T
T o 100 150 200

Tempo (min)

50



Figura 28 - Curva da liberacao de Cilostazol 10%, produzido com Ecovio a 15% apos 250 dias da 12
liberacdo
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Figura 29 - Curva da liberacdo de Cilostazol 20%, produzido com Ecovio a 15% ap6s 250 dias da 12
liberacdo
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Figura 30 - Curva da liberacao de Cilostazol 30%, produzido com Ecovio a 15% ap0s 250 dias da 12
liberacéo

5.1.7 Aplicagao aos modelos cinéticos

A aplicagédo dos modelos cinéticos foi realizada utilizando todas as concentragdes
testadas de Cilostazol, 5%, 10%, 20% e 30% e os modelos testados foram Ordem Zero,
Primeira Ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell e Peppas-Sahlin. Os graficos

31 a 54 mostram os resultados dos modelos cinéticos aplicados aos resultados de liberacao
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encontrados, sendo a curva demonstrada em azul a obtida e em vermelho a curva de

liberacdo esperada.
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10
9
< 8
S
c 7
o
S 6
o Py
3 5
(a)
g’
4 3
L 2
1
0 * T T T
0 1000 2000 3000 4000

Tempo (min)

Figura 31 - Gréficos da aplicagcdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 5%
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Figura 32 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 10%
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Figura 33 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 20%
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Figura 34 - Gréficos da aplicacdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 30%
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Figura 35 - Gréaficos da aplicacdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 5%
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Figura 36 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentracao de Cilostazol 10%
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Figura 37 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentragao de Cilostazol 20%
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Figura 38 - Gréficos da aplicacdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 30%
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Figura 39 - Gréficos da aplicagdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 5%
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Figura 40 - Graficos da aplicagdo ao modelo na concentracao de Cilostazol 10%
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Figura 41 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentracao de Cilostazol 20%
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Figura 42 - Gréaficos da aplicacdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 30%

Korsmeyer-Peppas:
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Figura 43 - Gréficos da aplicagcdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 5%
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Figura 44 - Gréficos da aplicagcdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 10%
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Figura 45 - Gréficos da aplicacdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 20%
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Figura 46 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 30%
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Figura 47 - Gréficos da aplicacdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 5%
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Figura 48 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 10%
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Figura 49 - Graficos da aplicagdo ao modelo na concentracédo de Cilostazol 20%
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Figura 50 - Gréficos da aplicacdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 30%

Peppas-Sahlin:
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Figura 51 - Gréaficos da aplicacdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 5%
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Figura 52 - Graficos da aplicacdo ao modelo na concentracdo de Cilostazol 10%
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Figura 53 - Gréficos da aplicagcdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 20%
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Figura 54 - Gréficos da aplicacdo ao modelo na concentracéo de Cilostazol 30%
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Tabela 8 - Parametros encontrados na aplicacao dos modelos cinéticos

C(Ijonc_entragao Modelo Cinético R R? ajustado AIC
e Cilostazol

Ordem Zero -0,4651 -0,4651 128,19
Primeira Ordem -0,4225 -0,4225 127,31

506 Higuchi 0,7355 0,7355 76,84
Korsmeyer-Peppas 0,9827 0,9820 -2,89
Hixson-Crowell -0,4364 -0,4364 127,60
Peppas-Shalin 0,9897 0,9889 -16,45

Ordem Zero -0,5120 -0,5120 77,29

Primeira Ordem -0,4845 -0,4845 76,82

10% Higuchi 0,7435 0,7435 29,57
Korsmeyer-Peppas 0,8850 0,8800 12,54
Hixson-Crowell -0,4936 -0,4936 76,97
Peppas-Shalin 0,9621 0,9586 -11,52
Ordem Zero -1,0717 -1,0717 102,42
Primeira Ordem -1,0213 -1,0213 101,80

20% Higuchi 0,5666 0,5666 62,73
Korsmeyer-Peppas 0,8103 0,8021 44,76
Hixson-Crowell -1,0379 -1,0379 102,00
Peppas-Shalin 0,9385 0,9329 18,56

Ordem Zero -0,8059 -0,8059 72,76

Primeira Ordem -0,7902 -0,7902 72,51

30% Higuchi 0,5473 0,5473 32,64
Korsmeyer-Peppas 0,7256 0,7154 19,90
Hixson-Crowell -0,7954 -0,7954 72,59
Peppas-Shalin 0,9852 0,9840 -62,73

Analisando a tabela acima e os valores encontrados para 0s parametros e
confrontando esses resultados com o que foi observado nos gréficos do estudo cinético,
pode-se concluir que os melhores ajustes foram para o modelo de Peppas-Shalin, pois
apresentaram valores de coeficiente de determinacdo ajustado (R? ajustado) maiores que
0,95, bem como os menores valores de AIC. Os valor de R? avalia o ajuste do modelo,

conforme a equacéo abaixo:

(N-1) o
Rajustado =1- N—p) 1 - RZ) Equacao 08

Em que N € o numero de pontos de tempo coletados na dissolucdo do Cilostazol e
p é o niumero de parametros do modelo. O R? sempre aumenta ou fica constante quando
se adiciona novos parametros ao modelo. Ja o R? ajustado pode reduzir seu valor caso o
novo parametro melhore o modelo ou resulte a um excessivo ajuste. Sendo assim, um bom

modelo cinético é agquele que possui os maiores resultados de R2(39:40),

Ja os valores de Akaike (AIC) demonstram o quanto o modelo matematico foi
ajustado para se parecer com os dados experimentais. Portanto, o menor valor de AIC

demonstra 0 modelo cinético ideal, que pode ser calculado conforme equacéo abaixo:
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AIC =n XIn(WSSR)+2 X p Equacéao 09

Em que n € o nimero de pontos de tempo coletados na dissolu¢éo do Cilostazol e p
€ 0 numero de parametros do modelo, WSSR é a soma ponderada do quadrado dos

residuos.

Dessa forma, pode-se concluir que a matriz polimérica de Ecovio contendo Cilostazol
aplica-se melhor ao modelo de Peppas-Shalin, corroborando com os dados obtidos
experimentalmente. O modelo Peppas-Sahlin preconiza o mecanismo de difuséo por dois
métodos, difusdo do polimero ou relaxamento da matriz polimérica. Ao se analisar os
parametros ki e k2, no qual ki representa o coeficiente de contribuicdo de Fick e k2 0
coeficiente de contribuigdo de relaxamento, quando ki < k2 0 sistema segue 0 mecanismo
de intumescimento controlado pela matriz, e quando ki > k2 0 sistema segue 0 mecanismo

controlado por difusdo, sendo este Ultimo o mecanismo de liberacdo do Cilostazol®9).
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6 CONCLUSAO

As fibras de Ecovio® eletrofiadas contendo Cilostazol nas concentragdes de 5%,
10%, 20% e 30% foram desenvolvidas e preparadas de forma eficaz, uma vez que todas
apresentaram boa solubilidade do farmaco ao polimero e formaram membranas uniformes

e capazes de serem dissolvidas em solucédo tampéo fosfato de potassio pH 5,5.

Através das analises morfoldgicas, térmicas, de Raio-X e espectroscopia na regiao
do infravermelho, foi possivel caracterizar as membranas e analisar a interagdo do
Cilostazol com o polimero utilizado. Posteriormente, através das andlises de liberacéo,
avaliou-se os modelos cinéticos que melhor se aplicariam ao perfil de dissolucdo do
farmaco e ficou determinado que o modelo de Peppas-Shalin foi o mais adequado, atraves

dos valores de R? e critério de Akaike (AIC).

Portanto, conclui-se que o farmaco Cilostazol eletrofiado ao polimero Ecovio® possui
potencial de liberacdo quando utilizado no pH fisiolégico de 5,5 e dessa forma, como via de

liberacéo transdérmica.
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Figura 55 - Gréfico da liberacdo de Cilostazol 5%, produzido com Ecovio a 15%
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Figura 56 - Gréafico da liberacdo de Cilostazol 10%, produzido com Ecovio a 15%
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Figura 57 - Gréfico da liberacdo de Cilostazol 20%, produzido com Ecovio a 15%
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Figura 58 - Gréfico da liberacdo de Cilostazol 30%, produzido com Ecovio a 15%

Comparando os resultados dos graficos acima, pode-se concluir que o Cilostazol a
30% na membrana polimérica obteve a melhor eficiéncia de liberacdo, uma vez que se
manteve por maior tempo com uma liberagdo constante, 0 que pensando na membrana
como sistema farmacéutico transdérmico, é a melhor opc¢ao para o paciente, uma vez que
ele poderia usa-la por maior tempo, sem necessidade de troca e com atividade
farmacolbgica estavel. Assim, acredita-se que o uso de Cilostazol como sistema
transdérmico € uma alternativa promissora para pacientes que sofrem de doencas

circulatérias e claudicacao intermitente, uma vez que sua acgao é local.
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