UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

NUBIA DA SILVA NASCIMENTO

AVALIACAO IN VIVO DO CILOSTAZOL NANOENCAPSULADO EM
ARTERIACAROTIDA DE RATOS WISTAR: ESTUDO INTERDISCIPLINAR

PONTA GROSSA
2018



NUBIA DA SILVA NASCIMENTO

AVALIACAO IN VIVO DO CILOSTAZOL NANOENCAPSULADO EM ARTERIA
CAROTIDA DE RATOS WISTAR: ESTUDO INTERDISCIPLINAR

Dissertacdo apresentada para obtencdo do
titulo de Mestre na Universidade Estadual de
Ponta Grossa, Programa de Pdés-graduacgéo
em Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Vitor Farago

Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Zanetti
Gomes

PONTA GROSSA
2018



Nascimento, Nubia da Silva
N244 Avaliacdo in vivo do Cilostazol Nanoencapsulado em artéria

cardtida de ratos Wistar: estudo interdisciplinar/ Nubia da Silva
Nascimento. Ponta Grossa, 2018.
60f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude). Universidade
Estadual de Ponta Grossa

Orientador: Prof. Dr. Paulo Vitor Farago
Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Zanetti Gomes.

1. Cilostazol. 2. Doenca carotidea extracraniana. 3.
Inibidor da fosfodiesterase I11. 4. Liberagcdo modificada. 5.
Nanotecnologia. |. Farago, Paulo Vitor. Il. Gomes, Ricardo
Zanetti. I11. Universidade Estadual de Ponta Grossa. IV. T.

CDD : 610

Ficha catalografica elaborada por Maria Luzia F. Bertholino dos Santos— CRB9/986



S —

NUBIA DA SILVA NASCIMENTO

AVALIACAO IN VIVO DO CILOSTAZOL NANOENCAPSULADO EM
ARTERIA CAROTIDA DE RATOS WISTAR: ESTUDO

Ponta Grossa, 28 de maio de 2018




Dedico o presente trabalho para a minha avé Hilda (in memorian).



AGRADECIMENTOS

A Deus.

A Universidade Estadual de Ponta Grossa, institui¢cdo na qual sempre sonhei
em estudar e finalmente tive a oportunidade na pos-graduacao.

Aos idealizadores do programa de poés-graduacdo em Ciéncias da Saude,
pois devido ao seu impeto visionario, varias pessoaspoderdo disseminar a
importancia do estudo.

Ao professor Dr. Paulo Vitor Farago pela grande oportunidade de ser sua
orientanda.

Ao professor Dr. Ricardo Zanetti pela sua generosidade.

Aos professores Dr. Leandro Lipinski, Dr. Mério Montemore,Dr. Eduardo
Campagnoli,Dr. Marcelo Schafranski.

Aos académicos Luis DanielPilatti e Ricardo Rodrigues.

A Dra. Mona Lisa Simionatto Gomes pelo precioso trabalho proporcionou a
realizagédo do presente estudo.

Aos colegas e professores do mestrado.

Ao técnico de patologia Alexandre Ribeiro.

Aoscolegas da instituicio que de alguma forma contribuiram para a
realizacdo do presente trabalho.

Pelo suporte rotineiro: lasmin, Simone, Marina, Laryssa, Meire Anne: “vale a

pena nos esforcarmos por acdesdas quais nos orgulharemos no futuro”.



Ao confrontar diferentes hipéteses para explicar um mesmo fenémeno,
hé de se selecionar as que envolvem menos acgdes e entidades.
(Guilherme de Ockham)



NASCIMENTO, N. S. Avaliacéo in vivo do cilostazolnanoencapsulado em artéria
carotida de ratos Wistar: estudo interdisciplinar. Ponta Grossa, 2018. 60 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias da Saude). Universidade Estadual de Ponta
Grossa, Ponta Grossa, 2018.

RESUMO

O cilostazol é um inibidor seletivo da fosfodiesterase Il que atua como antiagregante
plaquetario e vasodilatador. Faz parte do tratamento clinico da doenga
aterosclerotica carotidea extracraniana,apresentando beneficios para o adequado
fluxo sanguineo local.Devido a suacaracteristica lipofilica,6 um excelente farmaco
para o estudo do desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada, que
objetivam melhorar a disponibilidade biologica. A aplicagdo de tecnologias em
formulacbes, como nanosuspensdes, caracteriza uma estratégia atrativa para
melhorar a acdo de compostos pouco soluveis em dgua como o Cilostazol. Este
trabalho avalioua acdo do Cilostazolnanoencapsulado na tunica média da artéria
carétida esquerda e no perfil lipidico de ratos Wistar. Os animais foram divididos em
4 grupos, que receberam solucbes de nanocapsulas contendo cilostazol,
nanocapsulas sem cilostazol, solucdo de propilenoglicol e cilostazol pesado.Foi
observada diferenca entre a espessura da carotida em micrémetros, entre 0s grupos
que receberam o cilostazolnanoencapsulado e o grupo que recebeu a solucdo de
propilenoglicol [70.22(9.2+47-81)IC95% 62-72] (P 0,019), sendo a maior espessura
observada no grupo que recebeu o cilostazolnanoencapsulado. Ndo houve diferenca
em relacdo a celularidade em numeros absolutos, entre os grupos. Em relacdo ao
perfil lipidico, o grupo que recebeu propilenogicol apresentou valores maiores de
HDL  comparativamente ao grupo que recebeu a solucdo de
cilostazolnanoencapsulado [56.85(10.5+37.7-83.7)IC95% 52.56-61.38] (P0,01). O
nivel de triglicerideos em mg/dL foi maior no grupo que recebeu o cilostazolpesado
em relacdo ao grupo que recebeu a solucdo de nanocdpsulas [116,92(56.37+45-
266)IC95% 74.15-132.33] (P0,01). O cilostazol pesado apresentou melhores
resultados em relacao ao perfil lipidico. A apresentacéo do cilostazolnanoecapsulado
ndo demonstrou ser adequada para o tratamento da doenca carotidea extracraniana
devido ao fato de aumentar o perfil lipidico dos animais estudados. A estrutura da
nanocapsula, por conter lipidios em seu interior, piorou o perfil lipidico. Os achados
laboratoriais foram condizentes com os achados histopatolégicos.

Palavras-chave:cilostazol,doenca carotidea extracraniana, inibidor da
fosfodiesterase lll, liberagdo modificada, nanotecnologia.
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ABSTRACT

Cilostazol is a selective inhibitor of phosphodiesterase Il that acts as a platelet
antiaggregant and vasodilator. It is part of the clinical treatment of extracranial
atherosclerotic carotid disease, presenting benefits for adequate local blood flow.
Due to its lipophilic characteristics, it is an excellent drug for the study of the
development of modified release systems, which aim to improve biological
availability. The application of technologies in formulations, such as
nanosuspensions, characterizes an attractive strategy to improve the action of
compounds little soluble in water like Cilostazol. This study evaluated the effect of
nanoencapsulated Cilostazol on the left carotid artery layers and in the lipid profile of
Wistar rats. The animals were divided into 4 groups, which received solutions of
nanocapsules containing cilostazol, nanocapsules without cilostazol, solution of
propylene glycol and heavy cilostazol. Differences were observed between carotid
thickness in micrometers between groups receiving nanoencapsulated cilostazol and
the group receiving the propylene glycol solution (70.22 (9.2 = 47-81) 95% CI 62-72)
(P <0.019), with the highest thickness observed in the group receiving
nanoencapsulated cilostazol. There was no difference in cellularity in absolute
numbers between the groups. Regarding the lipid profile, the group receiving
propylene glycol had higher values of HDL in mg/dL, compared to the group that
received the nanoencapsulated cilostazol solution [56.85 (10.5 + 37.7-83.7) 95% CI
52.56-61.38] (P 0.01). The level of triglycerides in mg/dL was higher in the group that
received the heavy cilostazol compared to the group that received the nanocapsule
solution [116 (56.37 + 45-116.92) CI95% 74.15-132.33] (P 0.01). The heavy
cilostazol presented better results in relation to the lipid profile. The presentation of
nanoecapsulated cilostazol has not been shown to be adequate for the treatment of
extracranial carotid disease due to the fact that it increases the lipid profile of the
animals studied. The structure of the nanocapsule, as it contained lipids, worsened
the lipid profile. Laboratory findings were consistent with histopathological findings.

Keywords: cilostazol, extracranial carotid disease, phosphodiesterase Il inhibitor,
modified release, nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

O adequado suprimento sanguineo cerebral é necessario para o bom
funcionamento das func¢des cognitivas e motoras do ser humano. O fluxo sanguineo
alcanca o territério encefélico através das artérias carétidas e vertebrais. Os
referidos vasos sanguineos sdo alvo da aterosclerose, uma doenca inflamatoria
difusa e degenerativa das artériascomplacas constituidas por células necroticas,
lipideos e cristais de colesterol. Tais placas podem causar estenose, embolizacao e
trombose distal (QAJA; BHIMJI,2017). A aterosclerose tem predilecdo por
determinadas artérias, incluindo a artéria carotida (SINGH et al.,2017).

A ocupacdo do lumen arterial por uma placa de aterosclerose implica em
riscode eventos isquémicos cerebrais, devido ao potencial emboligenorelacionado a
constituicdoda placa aterosclerotica. O espectro de complicacdes em individuos
jovens e economicamente ativos atingea economia e a qualidade de vida dos
pacientes e familiares, como consequéncia de um evento neurolégico restritivo e
limitante. Estes sdo responsaveis pela morbimortalidade que complicacdes como
paralisia de membros, dificuldade na fala e na degluticdo implicam. As doencas
cardiovasculares e suas consequéncias clinicas oneram o sistema publico de saude,
representando significativos gastos na assisténcia médica. No Brasil, sdo registradas
cerca de 68 mil mortes por acidente vascular encefalico (AVC) anualmente, o que
representa a maior causa de morte no pais (DATASUS, 2017).

Paralelamente a ocorréncia de doencas ligadas a dietas ricas em lipideos,
tabagismo e doencas crbnicas, o desenvolvimento de novos farmacos ativos contra
a degeneracao aterosclerdtica no sistema vascular ocorre de forma substancial. O
cilostazolé utilizado para o tratamento das doencas vasculares devido aos seus
efeitos pleiotrépicos. Através da inibicdo seletiva da fosfodiesterase lll, evita a
agregacdo plaquetéria e desempenha um papel como vasodilatador arterial direto
(LEE et al.,2005). A despeito de sua eficaz acao farmacoldgica, a adequada adesédo
ao esquema terapéutico encontra limites nosefeitos colaterais associados, que
incluem diarréia, taquicardia e cefaléia. Neste contexto, a utilizacdo de sistemas
nanocarreadores pode oferecer vantagens em relacdo as formas farmacéuticas
convencionais. Tais sistemas compdem uma associacdo com determinado
composto, sem alteracdes estruturais de ambos (carreador e composto carreado).

Sdo0 sistemas promissores para o0 transportedefarmacos devido as suas
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propriedades fisico-quimicas, que podem ser exploradas para melhorar o tratamento
e a prevencao de diversas doencas (CHAVES et al.,2018).

Dessa forma, a existéncias de poucos trabalhos voltados a liberacdo
modificada do cilostazol, aliada aos seguintes fatores: I) aumento da disponibilidade
biologica do farmaco; Il) necessidade de reducdo dos efeitos colaterais, almejando
uma distribuicdo mais seletiva e ofertando maior seguranca na administracdo; IlI)
necessidade de otimizar a atividade vasodilatadora e antiagregante plaquetaria do
cilostazol; IV) importancia do tratamento medicamentoso otimizado para a doenca
aterosclerotica carotidea extracraniana, sdo 0s principais argumentos que justificam

a realizacao do presente estudo.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito farmacoldgico do cilostazolnanoencapsulado nas tunicas arteriais da

cardtida esquerda e no perfil lipidico de ratos Wistar.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

. Efetuar a administragdo de nanosuspensfes com e sem Cilostazol, cilostazol
puro e solucdo de propilenoglicol (veiculo) em ratos Wistar;

. Producdo de laminas histolégicas e avaliacdo da celularidade na tunica
muscular da artéria carétida esquerda de ratos Wistar;

. Avaliacao do colesterol total, triglicerideos, colesterol HDL e LDL no plasma

de ratos Wistar.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1COLESTEROL E SUAS FORMAS DE TRANSPORTE NO PLASMA

O colesterol € um composto vital para diversos processos do organismo,
dentre eles a formacdo das membranas celulares, a producdo de hormoénios
sexuais, da vitamina D e sais biliares (SANTOS et al., 2013). O seu transporte pelo
organismo € realizado por lipoproteinas, que sdo particulas compostas por um
centro com ésteres de colesterol e trigliceridios, e envolvidos por uma camada de
fosfolipidios (RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014; RAMASAMY, 2014)

As lipoproteinassao incorporadas as células por receptores especificos da
membrana plasméatica e metabolizados por sistemas enzimaticos préprios.
Transportam o colesterol para as células e sao classificadas de acordo com o seu
tamanho e densidade. Os &cidos graxos livres, colesterol e glicerol formam micelas
com acidos biliares no limen do intestino. Essas entdo interagem com enterdécitos,
que permitem sua difusdo. ApOs esse processo, ocorre 0 empacotamento desses
componentes com a proteina apoproteina B-48, formando os quilomicrons (QM), que
sdo secretados para a circulacéo distribuindo lipidios da dieta para o corpo. O HDL
transfere a apoproteina E e a apoCll para quilomicros. A apoCll permite que os QM
sejam hidrolisados pela enzima lipoproteina lipase e sejam entdo absorvidos pelo
figado. Os lipidios intra-hepéticos sdo entdo secretados na forma de VLDL na
circulacdo. Nos capilares, o LPL digere os trigliceridios do VLDL, formando &cidos
graxos e glicerol, que serdo utilizados ou armazenados pelos tecidos. Os
remanescentes do catabolismo do VLDL formam IDL, e em seguida, o LDL
(RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014; RAMASAMY, 2014).

A lipoproteina de alta densidade (HDL) realiza o transporte reverso do
colesterol e inibe a oxidacdo de lipoproteinas, além de induzir a liberacdo de éxido
nitrico. A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a principal transportadora de
colesterol para as células. As LDLs possuem caracteristicas aterogénicas quando
em concentragdo excessiva no plasma, devido ao seu pequeno tamanho e
consequente maior facilidade em penetrar no interior do vaso, gerando uma resposta
inflamatoria do endotélio. As enzimas presentes executam reacdes de oxidacao e

internalizacdo da LDL oxidada para o interior da camada endotelial.
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A LDL oxidada induz a ativacdo das células endoteliais, que produzem
citocinas e quimiocinas responsaveis pela quimiotaxia, migracdo e adesado de
leucécitos e expressdo de moléculas de adesdo. Dentro do espago subendotelial,
ocorre a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos. Devido a impossibilidade de
degradar a LDL oxidada, os macrofagos tornam-se células espumosas, e ocorreuma
resposta inflamatoria intensa e producdo de uma capsula fibrotica. Apos a formacao
da placa de aterosclerose, ocorre a migracdo de células musculares lisas oriundas
da tinica média do vaso. Em seguida, ocorre a proliferacdo das mesmas e secre¢cao
de colageno, componente da matriz extracelular.

Ha uma forte associacdo entre o alto nivel de colesterol plasmatico e a
incidéncia de aterosclerose (RAFIEIAN-KOPAEI et al.,, 2014). A causa desse
fenbmeno é o processo inflamatério desencadeado pelo LDL na camada
subendotelial. A perda do fluxo laminar em leitos arteriais mais vulneraveis (locais de
maior curvatura ou com bifurcacdo) causa estresse nas células do endotélio, que
secretam O6xido nitrico em resposta, acarretando em uma vasodilatacdo. Isso
favorece a entrada de LDL e leucécitos na camada subendotelial. Nesse trajeto, o
LDL liga-se a proteoglicanos, aumentando sua suscetibilidade a oxidacdo pelas
espécies reativas de oxigénio; passando a apresentar um potencial inflamatorio
(ZMYSLOWSKI; SZTERK, 2017). Em resposta, o endotélio passa a secretar
quimiocinas, estimulando a migracdo de macrofagos para a regido e a proliferacéo
de tecido fibroso e muscular. Essa proliferacdo, associada ao crescimento da placa
ateromatosa e a deposicao de calcio, causa esclerose e endurecimento dos vasos
(RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014; ZMYSLOWSKI; SZTERK, 2017).

3.2 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € uma das doencas com mais impacto na saude mundial. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define aterosclerose como doenca de
artérias de grande ou médio calibre caraterizadas pelo acumulo, na intima, de
lipideos, carboidratos complexos, componentes do sangue e células. Tal doenca,
gue acomete artérias elasticas e musculares, € uma das mais importantes causas de
6bito em todo o mundo. Euma doenca difusa que pode acometer todo o sistema
arterial do organismo e consiste na formacado de uma placa de ateroma na parede

arteria( BARBALHO et al.,2015). Ossinais e sintomas da doencasaoreferentes ao
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orgao acometido como, por exemplo, rins, coracao e cérebro. Inicia-se na infancia,
com a presenca de estrias gordurosas assintomaticas ao longo dos vasos
sanguineos, podendo permanecer assintomética por décadas (LIBBY; THEROUX,
2005). Acomete preferencialmente a camada intima das artérias, podendo afetar
secundariamente também a camada média. As lesdes sdo mais comuns em regides
onde o fluxo sanguineo sofre alteragcdes hemodinamicas (SELWANESS et al., 2014),
como em pontos de turbuléncia, o que ocorre em bifurcacdes ou na emergéncia de
vasos de menor calibre.

Os principais fatores de risco sao a predisposicao genética e habitos de vida.
A presenca de doencas cronicas € marcadamente associada com a aterosclerose,
tais como tabagismo, obesidade, sedentarismo e hipertensao arterial sistémica. O
tabaco, devido a variedade de gases em sua composi¢cdo, contribui com o
desenvolvimento da aterosclerose na medida em que promove o estresse oxidativo
do endotélio. Pacientes tabagistas tém maiores chances de desenvolver a doenca
aterosclerdtica comparativamente a individuos ndo fumantes. A hipertenséo arterial
sistémica (HAS) é o fator de risco mais importante para acidente vascular encefalico.
O espectro clinico de complicacfes relacionadas a HAS é amplo, tais como, além do
acidente vascular encefalico (AVE), infarto agudo do miocardio (IAM), insuficiéncia
renal e doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP). As doencas cardiovasculares
sdo um denominador comum em individuos diabéticos, e suas complicacdes
representam a maior causa de morte nesta populacdo de pacientes. A obesidade e o
sedentarismo também estdo associados com taxas elevadas de doencas cronicas
do sistema cardiovascular (PHARR; COUGHENOUR; BUNGUM,2018). Ha& uma
intima relacé@o entre a obesidade e a aterosclerose. O aumento da concentracéo de
lipideos no plasma, principalmente LDL, concorre com o a elevacdo do risco de
doencas cardiovasculares, que esta intimamente associada a disfuncdo endotelial,
gue culmina com a resposta inflamatéria e o estresse oxidativo, levando ao
desenvolvimento da aterosclerose.

A aterosclerose também progride com uma elevacédo do colesterol sérico.O
cilostazol demonstrou reducdo no colesterol total e triglicerideo em alguns
trabalhos(ITO et al.,2012).
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Figura 1: Etapas do desenvolvimento da placa aterosclerética
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Fonte: MARICELIA-EDILMA.Bioquimica celular: blog de maricelia-edilma - UOL Blog.
Disponivel em:<http://bioguimica.faculdade.zip.net/>. Acesso em: 25 dez. 2017

3.3 DOENCA CAROTIDEA EXTRACRANIANA E ACIDENTE VASCULAR
ENCEFALICO ISQUEMICO

A artéria carétida representa a principal via de irrigacdo sanguinea cerebral.
Por meio do seu aporte sanguineo ocorre a nutricdo do tecido cerebral e a
realizacdo de atividades vitais como execucdo motora, de planejamento; funcdes
como visdo, audicao; dor, calor, tato e percepcao de estimulos oriundos do ambiente
exterior, o controle de emocdes e das experiéncias sensoriais (MORAES, 2009).
Anatomicamente, a artéria carétida € dividida em segmentos extra e intracranianos.
O segmento extracraniano, localizado na regido cervical, € composto pela artéria
carétida comum, artéria carétida externa e artéria carétida interna. A artéria carétida
externa é responsavel pela irrigacdo sanguinea de estruturas do pescoco e face. A
artéria carétida interna estende-se desde a bifurcagcdo da artéria carétida comum até
a base do cranio. Quando inicia seu trajeto dentro da caixa craniana, emite ramos
responsaveis pela irrigacao do tecido cerebral. Havendo alteragdo hemodinamica ou
morfoldgica no trajeto do fluxo sanguineo para o territorio cerebral, ocorre o acidente
vascular encefélico eseu consequente espectro de altera¢des clinicas.A doenca
oclusiva da artéria caroétida pode causar acidente vascular cerebral por embolizacéo,

trombose e hipoperfusdo. Acredita-se que a maioria dos acidentes vasculares
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cerebrais secundarios a aterosclerose carotidea cervical seja de etiologia embdlica
ou trombose no sitio de ruptura da placa (NIGHOGHOSSIAN; DEREX; DOUEK,
2005).Embora o grau de obstru¢cdo do lumen arterial ainda seja um marcador do
risco de acidente vascular encefdlico, o papel da composicdo da placa é

reconhecido como responsavel por eventos neuroldgicos.

Figura 2: Placa ateroscleroética instavel

Células inflamatorias
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Fonte: adaptado de NIGHOGHOSSIAN, N.; DEREX, L.; DOUEK P. The VulnerableCarotidArtery
Plague: CurrentimagingMethodsand New Perspectives. Stroke, v. 36, n. 12, p. 2764-2772, 2005.

A placa aterosclerdtica pode sofrer uma leséo superficial chamada de eroséo
da placa. Além da embolizacdo distal de pequenos fragmentos, com consequente
oclusdo de ramos vasculares intracerebrais, ocorre a formacao de irregularidades da
superficie da placa propiciando a aderéncia de elementos figurados do sangue e
formacdo de trombo.As placas calcificadas da artéria cardtida extracraniana tém
uma probabilidade significativamente menor de serem sintomaticas e, portanto,
podem ser mais estaveis clinicamente do que placas ndo calcificadas. Foi
encontrada uma relacéo inversa entre o grau de calcificacdo da placa e a infiltracao
de macréfagos nas estenoses carotideas criticas(SHAALAN et al.,2004).A placa
considerada responsavel por eventos isquémicos agudos geralmente apresenta uma
capa fibrosa fina, grande concentracdo de lipidios e inflamacdo densa sob ou
abaixo de sua superficie (NAGHAVI et al.,2003).Diferencas na frequéncia de
trombose, ruptura da capa fibrosa, erosdo e presenca de infiltrado inflamatorio ja

foram pesquisadas em pacientes com acidente vascular encefalico e em pacientes



21

assintomaticos. Acredita-se que a neovascularizacdo patolégica e a inflamacao
precipitam a ruptura ou a eroséo da placa.

A primeira apresentacdo da doenca carotidea extracraniana pode ser o
acidente vascular encefélico isquémico, provocando sintomas na dependéncia da
area afetada. A embolizacdo de fragmentos da placa aterosclerética promove
interrupcdo, mesmo que transitoria, do suprimento sanguineo cerebral, promovendo
dano irreversivel das células neuronais. Existem diferencas na espessura e
composicdo da placa aterosclerética entre ambas as artérias carétidas, que podem
ser explicadas por fatores geométricos como o angulo de bifurcacdo, e a
configuracdo da artéria carétida esquerda com o arco aértico. A conexao direta da
artéria carétida esquerda com o arco adrtico, ao contrario da posicao da artéria
carétida direita, que surge a partir do tronco braquiocefélico, seria uma justificativa
anatbmica para a diferenca de espessura detectada na espessura das placas
ateroscleroticas, devido ao estresse hemodinamico aplicado. A anatomia influencia
as forcas e vetores hemodindmicos e devido a sua topografia, a artéria carétida
esquerda pode ser exposta a pressodes arteriais mais elevadas (SELWANESS et
al.,2014).

A doenca aterosclerdtica da carétida extracraniana € uma das principais
causas evitaveis de acidente vascular. O Acidente Vascular Encefélico (AVE) é
principal causa de morte nao violenta no Brasil e a principal causa de incapacidade
no mundo. A Organizacdo Mundial de AVE (World StrokeOrganization) prevé que
uma a cada seis pessoas no mundo terd um AVE ao longo de sua vida (MENEZES
et al., 2013).

O AVE é uma sindrome causada por diferentes etiologias. Manifesta-se com
um déficit neurolégico subito. Divide-se em hemorragico, quando h& ruptura de um
vaso sanguineo intracerebral, eisquémico, que € ocasionado pela interrupcdo ou
reducdo significativa da irrigagdo sanguinea no territorio cerebral. Cerca de 50% a
80% de todos os AVEs sao isquémicos. Dentre estes, 15% a 50% dos acidentes
isquémicos decorrem da emissao de trombos por uma placa aterosclerotica instavel
localizada na artéria carétida extracraniana (MENEZES et al., 2013).

O ritmo de crescimento das doencas cardiovasculares € bem maior nas
economias em desenvolvimento do que nos paises do primeiro mundo: entre 1990 e
2020 estima-se nas primeiras um aumento de 130% e 110% na ocorréncia de,

respectivamente, cardiopatia isquémica e doenca cerebrovascular e, nos paises
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desenvolvidos um aumento respectivo de 35% e de 60% (GAZIANO, 2001). Os
fatores de risco para a doenca aterosclerotica carotidea extracraniana relacionam-se
principalmente a doengas cronicas de alta prevaléncia, como idade avangada,
tabagismo, dislipidemia e hipertensdo arterial sistémica. O diagnostico é feito com
exames de imagem, principalmente o ecodoppler arterial, um exame nao invasivo
qgque demonstra a presenca da placa de aterosclerose em diferentes niveis de
espessura.

O tratamento da doenca aterosclerdtica carotidea extracraniana (DCE)
compde-se de acdes que visam ao combate dos fatores que causam danos a
parede arterial como a hipertensdo arterial sistémica,diabetes, obesidade e
tabagismo. O tratamento cirdrgico para a DCE foi o padrdo-ouro durante varios
anos. Porém, nem toda placa aterosclerética torna-se sintomética e resulta em AVE,
levando ao questionamento do tratamento cirdrgico em pacientes clinicamente
estaveis. O paciente acometido pela doenca ateroscleroética carotidea € considerado
sintomético e candidato a intervencao cirdrgica em até 6 meses a partir do evento
isquémico, seja um acidente isquémico vascular transitério ou permanente. Apds
este periodo, a conduta é a manutencdo da terapia medicamentosa otimizada
(NAYLOR et al., 2017).A terapia médica otimizada tem importancia crucial devido ao
fato de apresentar maior beneficio quando observada a morbimortalidade do
procedimento cirdrgico da doenca aterosclerotica cerebral extracraniana. O
tratamento medicamentoso orienta-se no sentido de aumentar a fluidez do sangue
através da diminuicdo da agregacao plaquetaria e da formacao e estabilizacdo das

placas de aterosclerose.

3.4ASPECTOS HISTOLOGICOS DA ARTERIA CAROTIDA

Os vasos do sistema vascular sanguineo sdo formados por camadas
denominadas tunicas. Existem trés tnicas nos vasos: tdnica intima, a mais interna,
tunica média que é a camada intermediaria, e a tanica adventicia, mais externa.

3.4.1Tdnica intima e funcdo do endotélio

A tunica intima é constituida pelo endotélio, pela camada subendotelial de

tecido conjuntivo frouxo com células musculares ocasionais e pela lamina elastica
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interna, de tecido elastico. Ha relatos de que ocilostazol esta associado a diminuicado
do espessamento da tunica intima arterial (TAKIGAWA et al., 2010). As células
endoteliais formam uma superficie lisa, diminuindo a friccdo do fluxo sanguineo.
Essa superficie tem propriedades anticoagulantes e antitrombogénicas, relacionadas
com a secrecdo do fator ativador de plasminogénio, a trombomodulina, o
glicosaminoglicano sulfato de heparina, derivados de prostaglandina e prostaciclina
e oxido nitrico. A prostaglandina e o 6xido nitrico induzem o relaxamento das células
musculares lisas. O endotélio modula o ténus vascular através da liberacdo de 6xido
nitrico e prostaglandinas. E um regulador primario da homeostase vascular
(VITA;HAMBURG, 2010).Ahomeostasevascularémantida pelo balanco entre fatores
de contracao e dilatacéo derivados do endotélio (MAIS; SILVA, 2009).

O endotélio forma uma camada continua que reveste internamente todos os
vasos sanguineos. E constituido por um epitélio pavimentoso simples. Tais células
sdo achatadas e alongadas de forma que cada célula endotelial circunde quase que
totalmente o limen de um vaso de pequeno calibre. Repousa sobre uma lamina
basal. Esta camada de células é muito delgada e geralmente ndo costuma ser
visivel ao microscépio. E um epitélio formado por uma Unica camada de células
planas, semelhantes a ladrilhos, porém de formas irregulares. Imediatamente abaixo
das células endoteliais estd a camada subendotelial, composta de tecido conjuntivo
frouxo e poucas células musculares lisas, ambos orientados longitudinalmente.
Abaixo da camada subendotelial ha uma lamina limitante elastica interna composta
por camadas de elastina, que formam uma membrana que permite a difusdo de
substancias para as regides mais profundas da parede arterial e a nutricdo das
células ali localizadas.

Fatores importantes da disfuncdo endotelial sdo a diminuicdo da
biodisponibilidade do oOxido nitrico(NO) e aumento da afinidade do endotélio a
leucdcitos que estdo associados aos eventos iniciais do processo aterogénico
(LIMA; COUTO, 2006).0 oxido nitrico € importante para a inibicAo da agregacao
plaguetaria, da proliferagdo de células lisas musculares, adesédo de células
inflamatorias e angiogénese.Em condi¢cGes patologicas, o endotélio também pode
ser "ativado" para expressar fatores pro-tromboticos e pré-inflamatérios (VITA et al.,
2010).

Trabalhos indicam que a vasodilatacdo induzida pelocilostazol em aorta
toracica de ratos é dependente do endotélio (NAKAMURA; HOUCHI; MINAMI,
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2001). Ao redor das células endoteliais, compartilhando a mesma lamina basal, ha
0S pericitos, de origem mesenquimatosa como as ceélulas endoteliais. Eles possuem
ndcleo alongado, prolongamentos citoplasméticos e jungées comunicantes com as
células endoteliais. Filamentos de actina e miosina promovem a sua contracao,
regulando o fluxo sanguineo. O endotélio € uma barreira funcional entre o limen e o
vaso sanguineo, e foi considerado durante muito tempo uma barreira inerte.
Contudo, as fungdes das células endoteliais foram elucidadas, como a de fibrindlise,
coagulacao,tdénus vasculares, crescimento e resposta imune. H& algum tempo, tem
sido reconhecido ndo apenas como uma barreira fisica entre o0 sangue e a parede
vascular, mas também como um 6rgao estrategicamente localizado e com multiplas
funcbes enddcrinas, autdcrinas e paracrinas (MATTHEWS et al., 2009). E um tecido
altamente especializado, que regula a homeostase vascular. Suas funcdes basicas
consistem na regulacao do ténus vascular, da adeséo de leucécitos, do crescimento
das células musculares lisas e da agregacdo plaquetaria. Fisiologicamente, o
endotélio desempenha papel protetor do vaso sanguineo. Essa acdo acontece
através de estimulos fisiolégicos, como o estresse de cisalhamento, exercido pelo
fluxo sanguineo sobre as células endoteliais, que resulta na formacao basal de éxido
nitrico, mantendo o vaso sanguineo em um estado de vasodilatacdo (TAKIGAWA et
al., 2012). O endotélio ainda mantém as células musculares lisas com baixo poder
de desenvolvimento e penetracdo. Exerce acdes antitrombdticas locais através da
producédo do ativador do plasminogénio tecidual, mantendo sua superficie carregada
negativamente, além de realizar a secrecao de heparina e trombomodulina(BAHIA et
al.,2006). As células endoteliais também exibem em sua constituicdo a enzima 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS). A disfuncado das células endoteliais esta associada
a diminuicdo da capacidade de vasodilatacdo arterial, aumento da agregacao
plaquetéria e espessamento da tunica intima (ISHIZAKA et al., 1999).

O espessamento na camada intima é uma causa comum de vasculopatia. E
caracterizada pela transformacdo das células que compdem o compartimento
multicamada da tunica intima. A hiperplasia intimal é responsavel por complicacdes
vasculares em diferentes sistemas incluindo artérias coronarias, renais e periféricas.
A disfuncdo endotelial € definida como a perda das propriedades vasoprotetoras do
endotélio e piora das funcdes de relaxamento, com consequente perda do controle
do tbnusvascular. O dano endotelial direto € fator mais importante que induz a

hiperplasia endotelial na DCE e na DAOP. O cilostazol diminui a hiperplasia intimal



25

através de multiplos mecanismos, como a vasodilatacdo e acdo antiplaguetaria.
Atenuou a hiperplasia intimal da artéria Aorta e diminuiu a liberacdo de mediadores
inflamatérios em um modelo de isquemia renal unilateral em ratos
(CHANCHAROENTHANA et al.,2017).

3.4.2 Tunica Média

A tanica média contém fibras musculares lisas e fibras colagenas, em
guantidade variavel conforme o tipo de vaso (artéria ou veia) e 0 seu calibre. Nas
artérias a tanica média tem um numero variavel de laminas elasticas, constituidas de
material elastico, e representa a tunica predominante. Possui tecido eléstico ou
tecido muscular liso. O tecido elastico é composto por véarias laminas eldsticas,
produzidas por células musculares lisas. As laminas elasticas sdo fenestradas,
permitindo a difusdo dos nutrientes. As células musculares lisas, organizadas em
espiral, aparecem dispostas circularmente no corte do vaso. Possui uma lamina
elastica espessa. As camadas celulares concéntricas sdo formadas de células
musculares. Entremeadas com as camadas de musculo liso estdo as laminas
elasticas, colageno de tipo Il e proteoglicanos. As células musculares lisas secretam
a matriz extracelular existente na tinica média dos vasos. As artérias musculares
maiores possuem uma lamina limitante externa, que separa a tunica média da tinica
adventicia que a envolve (BRASILEIRO et al.,2011). Essas células musculares lisas
sdo ligadas umas as outras por juncbes GAP, que permitem contracfes

coordenadas da tinica média.

3.4.3Tunica Adventicia

A tdnica adventicia € formada por tecido conjuntivo frouxo, o qual se
continua com o tecido conjuntivo frouxo do 6rgado onde o vaso esta inserido. Possui
fibras colagenas, elasticas e proteinoglicanas sintetizadas pelos fibroblastos. Pode
conter feixes musculares dispostos longitudinalmente. Formada de tecido conjuntivo
propriamente dito e tem principalmente fibroblastos, fibras colagenas do tipo | e
fibras elasticas orientadas longitudinalmente. A adventicia também possui vasos
sanguineos destinados a nutricdo dos tecidos que constituem as varias tunicas do

préprio vaso. Sao pequenas artérias e veias que podem existir na adventicia. Nas
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veias mais calibrosas existem também na tanica média (BRASILEIRO et al.,2011).
Estes vasos sdo denominados vasa vasorum, expressdo em latim que significa
"vasos dos vasos". Os vasos sdo nutridos pela difusdo de metabdlitos do sangue
que passa ha sua luz, mas as tunicas média e adventicia de vasos de grande calibre
nao sdo alcancadas.

3.5DOENCA ATEROSCLEROTICA E PROCESSO INFLAMATORIO
ARTERIAL

Devido a presséao sistolica, a tunica intima das artérias apresenta lesfes em
sua integridade, evoluindo com espessamento pela infiltragcdo de material lipidico e
deposicdo de colageno. A lesdo pode atingir a tinica média, com destruicdo do
tecido elastico e células musculares seguindo-se pela deposicao do colageno. As
alteracdes na constituicdo da parede dos vasos prejudicam o fluxo de sangue e
contribuem para a formacdo de trombos. Estes resultam da agregacéo plaquetéaria
sobre a superficie lesada e podem até mesmo causar a obstrucdo do vaso. A artéria
carétida é um vaso elastico, com grande quantidade de material distribuido paralela
e concentricamente em relagdo a sua luz, na tanica média. Tal estrutura possibilita o
ciclo de constricdo e dilatacdo ao qual os vasos arteriais sdo submetidos.

Devido a agressdo ao endotélio, ocorre a liberacdo de mediadores
inflamatorios, expressdo de moléculas de adesdo e exsudacao de leucdcitos para a
camada intima das artérias. Placas ateromatosas contém células inflamatorias,
sobretudo macréfagos e linfécitos T ativados, sendo os ultimos atraidos por
guimiocinas.Apos lesdo do vaso, como a instalagdo de uma placa aterosclerotica,
leucécitos circulantes sdo recrutados e migram para o local acometido e, em
seguida, ocorre a proliferacdo de células musculares lisas e a proliferacdo da
camada intima. A aterosclerose é caracterizada pela lesdo do endotélio, adesao de
leucécitos mononucleares, migracao e proliferacdo de células musculares lisas, além
da deposicdo de matriz extracelular (ROSS, 1999). E considerada uma doenca
inflamatoria e, do ponto de vista patolégico, todos os estagios de desenvolvimento
da placa aterosclerdtica — formacgdo, crescimento e complicagbes — podem ser
considerados como uma resposta inflamatoria a lesdo endotelial (LIBBY, 2002). Isso
justifica ndo s6 0 manejo agressivo dos fatores de risco modificaveis, como também
o tratamento da lesdo relacionada e a estabilizacdo de outras lesdes (LIBBY;
THEROUX, 2005).
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Na primeira etapa da imigracao linfocitaria, as células endoteliais e as células
musculares lisas expressam e-selectina em sua superficie e fatores de adesao,
resultando em acumulo celular na area inflamatéria. As células endoteliais
expressam VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina para regular a adesdo de leucdcitos a
adesdo das proprias células endoteliais a matrizextracelular (OMI et al.,2002).
Alguns leucécitos, entdo, aderem firmemente ao endotélio através de interacdes
entre as moléculas de ades&o dos leucécitos e varias moléculas como a molécula de
adeséao vascular (VCAM) -1 e molécula de adesao intercelular (TAKIGAWA et al.,
2012).

O cilostazol tem um efeito anti-inflamatério, impedindo a expressédo de
VCAM-1 e de mondcitos, impedindo a adesdo de linfocitos nas células endoteliais
(KIM et al., 2005).Recentemente, varios ensaios clinicos relataram que o uso de
Cilostazol ap6s o tratamento endovascular de artérias periféricas, coronarias e da
artéria carotida diminuiu a taxa de estenose dentro do stent no caso do tratamento
via endovascular (TAKIGAWA et al., 2010).

Estudos pré-clinicos mostraram que o cilostazol tem efeito
protetordaapoptose em células endoteliais e inibe o crescimento e proliferacdo de
células musculares lisas (HONG et al., 2003). A apoptose, ou morte celular
programada, € uma importante funcéo tecidual para manter a homeostase atravées
da eliminacdo de células ndo desejadas e/ou prejudiciais. Esta associada ao
desenvolvimento da placa aterosclerética e ocorre com maior frequéncia em placas
avancadas.

Além do crucial papel do endotélio na aterogénese, devemos enfatizar a
funcdo das plaguetas. Sdo organelas citoplasmaticas desprovidas de maquinério
sintético proteico. Originam-se de megacariocitos oriundos da medula 6ssea.
Permanecem a circulacdo durante aproximadamente 10 dias, sendo entéo
inativadas pelas células reticuloendoteliais do baco e figado
(JUNIOR;PEREIRA;PASA,2006). Em condi¢ées normais, as plaquetas circulam em
sua forma inativa, atuando em prol da hemostasia e trombose apenas quando a
integridade do endotélio e a homeostase do fluxo sanguineo sofrem alteragfes
patolégicas. A adesdo das plaquetas ao endotélio € mediada via fibrinogénio. O
choque das plaquetas com o endotélio desnudo provoca instabilidade e
desintegracéo da placa aterosclerotica, com progressao do processo inflamatorio da

mesma ou até mesmo embolizacéo distal de fragmentos.



28

3.6 ASPECTOS FARMACOLOGICOS DO CILOSTAZOL

3.6.1 Farmacocinética

O cilostazolé um medicamento classe Il do sistema de classificacdo
biofarmacéutica, pouco soluvel em agua, porém altamente lipofilico (SEO et al.,
2015). Por isso, é fracamente absorvido no trato gastrointestinal, levando a reducgéo
da suabiodisponibilidade (DESAI; PRABHAKAR, 2014).As propriedades fisico-
quimicas do cilostazol e sua influéncia bioquimica na homeostase vascular fazem
dele um potencial candidato para sua incorporacdo em materiais novos para a

aplicacao na farmacologia cardiovascular (RYCHTER et al.,2018).

3.6.2. Mecanismo de acao do cilostazol

O monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) é um mensageiro quimico que
desempenha um papel fundamental na regulacao da proliferacdo celular, apoptose,
agregacdo de plaquetas e dilatacdo dos vasos sanguineos. Tal processo de
promogao e de regulagao ocorre devido a sua conversdao em 3',5’- AMP ciclico pela
atividade da enzima fosfodiesterase Ill (FDE3). O cilostazol € um potente e seletivo
inibidor da FDE3. O acumulo de AMPc, causado pelo cilostazol por meio da
diminuicdo da atividade da fosfodiesterase lll, inicia uma cascata de eventos. Sua
acdo é justificada por evitar a agregacao plaquetaria e estimular o relaxamento dos
vasos pelo aumento dos niveis de AMPce liberacdo do vasodilatador 6xido nitrico
(ROSA; BARONI; PORTAL, 2008).

O mecanismo de acdo do cilostazol se opbe aos fatores aterogénicos,
resultando em melhora na hemodinamica circulatoria. Também inibe reversivelmente
a agregacdo plaquetéaria induzida pelo difosfato de adenosina (ADP), colageno,
acido araquidoénico, epinefrina, tromboxano A2, fator de ativagdo plaquetaria e o

estresse associado a deformacéo da plaqueta.
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Figura 3: Mecanismo intrinseco de acao do cilostazol no endotélio e nas plaquetas
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Fonte: Adaptado de ZHAO et al., 2007

3.6.3Ac¢0es farmacoldgicas do cilostazol

O cilostazol é um antiagregante plaquetario e antitromboético com acédo
vasodilatadora, ndo existindo evidéncias de prolongamento do tempo de
sangramento quando comparado a outros medicamentos como 4cido acetilsalicilico
ou clopidogrel mesmo nas diversas combinagbes (KIM et al., 2005).Estudos
recentes tém demonstrado que a terapia com cilostazol estd associadaa melhoria
significativa na aterosclerose da artéria carétida em comparagdo com a aspirina em

pacientes com risco cardiovascular aumentado (KAMAL et al.,, 2011).Também
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exerce funcdes antiaterogénicasao aumentar os niveis de HDL e diminuir os niveis
de LDL (WEINTRAUB et al., 2006).

Inibe a replicacdo e o crescimento das células musculares lisas da artéria,
possuindo efeito antiproliferativo(ROSA; BARONI; PORTAL, 2008).Estudos
demonstraram que o cilostazol melhora a func&o endotelial aumentando a liberacéo
de Oxido nitrico e inibindo a formacdo de células espumosas e proliferacdo de
células musculares lisas (KO et al., 2014).

E 0 farmaco de primeira escolha na
claudicacaointermitentedevidoadoencaarterialobstrutivaperiférica. Além disso, ha
evidéncias de que o cilostazol € eficaz no processo aterosclerotico cerebral,
promovendo aumento do fluxo e volume sangiliineos e prevenindo infartos,
especialmente lacunares e recorrentes, por diminuir a morte celular devido a
apoptose e ao estresse oxidativo nas substancias branca e parda (ROSA; BARONI;
PORTAL, 2008).

Na dislipidemia, € capaz de reduzir eficazmente o0s niveis séricos de
triglicerideos e de elevar significativamente o HDL-colesterol no sangue,
promovendo a reducdo do risco cardiovascular, principalmente em pessoas com
diabetes mellitus.Pode reduzir marcadores inflamatérios envolvidos na resposta a
lesédo endotelial da aterosclerose, controlando a adesdo de leucécitos, migracdo e
proliferacdo de células musculares lisas, além da deposicdo de matriz extracelular
(ROSA; BARONI; PORTAL, 2008).

Devido as propriedades vasodilatadoras, o cilostazol atua regulando o ténus
vasomotor arterial que abrange tantoa microcirculacdo cerebral quanto os vasos de
membros inferiores. E utilizado para o tratamento da doenca arterial obstrutiva
periférica e de desordens vasculares cerebrais (AZEVEDO et al.,2014). Apresenta
melhora na qualidade de vida dos pacientes claudicantes ao aumentar a distancia de
caminhada.

As FDE séo as enzimas responsaveis pela quebra das ligacdes fosfodiester
presentes em nucleotideos ciclicos, representados pelo monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) e guanilato de adenosina ciclico (GMPc). Compdem umafamilia
ampla de aproximadamente 12 subtipos, exercendo a¢des diversas. Os genes das
familias das FDE estdo presentes em quase todas as ceélulas teciduais. Séo
responsaveis por diversas fungoes fisiologicas como diviséo e diferenciacao celular,

transporte de ions e homeostase de fluidos. Diferem pela preferéncia em relacdo a
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clivagem do AMPc e ao GMPc(LA FUENTE et al.,2001). Nas plaquetas, existem trés
FDEs: os tipos 2, 3 e 5. Diferem entre si pela capacidade de degradacdo do AMPc e
GMPc e pelo estimulo dos niveis de GMPcintraplaquetéarios, sendo que as FDEs 2 e
5 sdo estimuladas pelo GMPc e a FDE 3 é inibida. A FDE 3 degrada
preferencialmente o AMPCc.

O cilostazol foi aprovado pela FoodandDrugAdministration (FDA) e é
recomendado como tratamento de classe | para pacientes com doenca arterial
periférica e claudicacdo intermitente. No entanto, ndo foi aprovado pelo FDA como
tratamento em pacientes com derrame ou outra doenca vascular cerebral e,
portanto, ndo foi incorporado nas recomendacdes oficiais para a prevencgao primaria
ou secundéaria da doenca aterosclerotica carotidea extracraniana (GALYFOS;
SIANOU, 2017).

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

estabilidade, a biodisponibilidade e a resposta farmacol6gica adequada.

3.7NANOPARTICULAS POLIMERICAS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO
MODIFICADA DO CILOSTAZOL

A nanotecnologia aplicada nas ciéncias farmacéuticas é direcionada ao
desenvolvimento, a caracterizacao e a aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala
nanométrica. O estudo desses sistemas tem sido realizado com o objetivo de
direcionar e/ou controlar a liberacdo de iniumeros farmacos. Comparados a terapia
convencional, podem carrear o farmaco diretamente nas células doentes e minimizar
os danos as células saudaveis (CHEN et al., 2011).

A nanotecnologia farmacéutica compreende a investigacdo de diferentes
sistemas nanoestruturados como: nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
lipidicas solidas, lipossomas e nanoemulsdes; além de se interessar pela
consequente aplicacéo desses sistemas como dispositivos carreadores de farmacos,
proteinas, genes e vacinas. A versatilidade, a flexibilidade e a adaptabilidade dos

sistemas de liberagdo nanoestruturados sao algumas das vantagens dessa
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tecnologia, que tém provado seus beneficios na éarea médica/farmacéutica,
principalmente pelo aumento da adesdo a terapéutica pelos pacientes haja vista a
menor incidéncia de efeitos colaterais e melhor biodisponibilidade do farmaco.Essa
area de estudo, de intensa pesquisa nos ultimos anos, investe no controle da
liberacdo de farmacos em sitios especificos de acéo, inclusive usando vetores que
permitem a otimizacdo da velocidade de liberacdo e o regime posoldgico.As
nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém sido alvo de grande
interesse dos pesquisadores, devido as suas potencialidades terapéuticas e a maior
estabilidade nos fluidos biologicos e durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et
al.,2003). Podem proteger os farmacos da degradacdo biolégica durante a
circulacado das mesmas.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam diametro inferior a 1 um. O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas
e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizacao
estrutural. Asnanocapsulas apresentam um invllucro polimérico ao redor de um
nacleo oleoso, onde o farmaco pode estar dissolvido nesse nucleo e/ou estar
aderido a superficie da particula na parede polimérica. Em contrapartida, as
nanoesferas sdo destituidas de 6leo em sua composicdo, sendo formadas por uma
matriz polimérica, na qual o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (ZAMPIERI,
2009).

As nanoparticulas sdo capazes de proteger o farmaco da degradacéo
(estabilidade fisica durante o armazenamento e nos fluidos biolégicos) e promover
vantajosas propriedades in vivo, como o aumento da sua absorcdo, a maior
capacidade de ultrapassar barreiras biolégicas, a distribuicdo diferenciada e
otimizada. Dessa forma, podem ser direcionadas para células e tecidos especificos
(macréfagos, células tumorais, cérebro, etc.), uma vez que a superficie e a carga
superficial podem ser modificadas pela insercdo de determinados ligantes, como,
por exemplo: anticorpos, tensoativos, polimeros, entre outros. Assim, caracterizam
estratégias de alto desempenho para prolongar a liberacdo do farmaco e,
consequentemente, potencializar o tempo de meia-vida nos compartimentos
biolégicos (ZAMPIERI, 2009).
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Figura 4: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas
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Fonte: Adaptado de KUMARI, A.; YADAV,S.K.;YADAV,S.C.
Biodegradablepolymerichanoparticlesbaseddrug delivery systems.
ColloidsandSurfacesBiointerfaces,v. 75, n. 1, p. 1-18, 2010.

O preparo baseia-se na razdo farmaco/polimero adequada a obtencdo de
uma eficiéncia de encapsulacéo elevada e toxicidade reduzida. Em regra, a escolha
de um método de preparacao € determinada pelas caracteristicas de solubilidade da
substéancia terapeuticamente ativa.

Os métodos de preparacdo de nanoparticulas a partir de polimeros pré-
formados sao particularmente adaptados para incorporar principios ativos lipofilicos.
Utilizamos o método de deposicédo interfacial do polimero pré-formadodescrito
porFessiet al. (1989) e previamente validade por Gomes(2014). Baseia-se na
dissolucdo do farmaco, polimero, Oleo e tensoativo em um solvente organico
miscivel em &gua constituindo a fase organica, a qual € transferida, sob agitacéo
vigorosa, em uma fase aquosa contendo um tensoativo hidrofilico. Sdo obtidas
nanocapsulas quando o principio ativo é previamente dissolvido em um Oleo, e este

em seguidaemulsificado na solucdo organica polimérica antes da disperséo da fase
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organica na fase inorganica.A rapida difusdo do solvente faz com que ocorra a
diminuicdo da tensao interfacial entre as fases levando a formacdo de pequenas
goticulas de solvente organico, devido ao aumento da é&rea de superficie.
Finalmente, o solvente orgéanico, que deve ser de facil remocgéo, é evaporado por
pressdo reduzida e a suspensao é concentrada através da evaporacdo de parte da
agua. A acetona tem sido empregada como solvente organico de escolha para tais
preparacoes.

Os fatores que influenciam o tamanho das nanocapsulas poliméricas séo: a
concentracdo e a natureza quimica do polimero, do farmaco, do 6leo e do tensoativo
e, finalmente, o método de preparacdo. Quanto maior a afinidade do 6leo com o
farmaco, maior o percentual de encapsulacdo e menor a tendéncia de problemas de
instabilidade dos sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003). E de extrema importancia
que o Oleo, além de ser compativel com a substancia ativa, ndo interaja com o
polimero.

Entre os 6leos utilizados, os triglicerideos dos &acidos céprico/caprilico sdo os
mais empregados, devido a sua biocompatibilidade e solubilidade de grande escala
de farmacos. Outros 6leos como, por exemplo, girassol, soja, benzoato de benzila,
alcool benzilico, acido oleico e oleato de etila s&o boas alternativas de uso, embora
nao muito frequentemente utilizados (ZAMPIERI,2009).

Quanto aos polimeros, devem ser biocompativeis e biodegradaveis. Podem
ser de origem natural, como: albumina, gelatina, quitosana e colageno; ou sintéticos,
como: poli (acido latico) (PLA), poli (acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA),
poli (e-caprolactona) (PCL), polietilenoglicol (PEG), entre outros. Os naturais
possuem a desvantagem relacionada ao grau de pureza, alto custo de obtencéo
(JAIN, 2000) e risco de contaminac¢des (LEE; YUK, 2007). A poli (e-caprolactona)
(PCL) é um polimero hidrofébico e semicristalino caracterizado por um tempo de
degradacéo lento e baixa toxicidade (GOMES,2014).

Assim, muitas técnicas tém sido desenvolvidas para modificar a superficie de
nanoparticulas com o objetivo de diminuir, retardar ou até mesmo eliminar a
adsorcdo as proteinas plasmaticas e, consequentemente prolongar o tempo de
circulacdo das nanoparticulas no organismo (GOMES, 2014).

Um método que tem sido largamente usado € a modificacdo de superficie das
nanoparticulas realizada principalmente por: (I) revestimento da superficie com

polimeros hidrofilicos/tensoativos; e (ll) desenvolvimento de copolimeros
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biodegradaveis com segmentos hidrofilicos, que podem reduzir as interacdes
eletrostaticas e hidrofobicas, pelas quais as opsoninas se adsorvem a superficie das
particulas (MOSQUEIRA et al., 2001).

A presenca de uma cobertura feita com cadeias longas de polimeros
hidrofilicos promove uma estabilizacdo estérica das nanoparticulas, por meio de
uma camada protetora que é capaz de repelir as opsoninas do plasma por forcas
repulsivas, evitando o0s processos de opsonizacdo e fagocitose (KUMARI;
YADAV;YADAYV, 2010).

AMATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador magnético com aquecimento (SOLAB, modelo SL-91, Piracicaba, Brasil);
» Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil);

Destilador de 4gua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);

. Evaporador rotativo (FISATOM, modelo 801, Sdo Paulo, Brasil);

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

» Potencidémetro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 221, S&o

Paulo, Brasil);

* Microscopio optico Olympus BX 41,
» Camera Olympus DP 72.

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Farmaco

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

LaboratoriesLimited, Mumbai, india).

4.2 .2 Polimeros
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. Poli (e-caprolactona) (PCL, Mw 10.000-14000 g.mol?, SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, MO, Estados Unidos);

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

4.2.3 Agua Purificada

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

4.2.4 Solventes e demais reagentes

. Monooleato de sorbitanoetoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, DELAWARE,
Porto Alegre, Brasil);

. Monooleato de sorbitano (Span 80®°, OXITENO, Maud, Séo Paulo);

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

. Triglicerideos dos é&cidos caprico-caprilico (FOCUS QUIMICA, Sdo Paulo,

Brasil).

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 OBTENCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS
POLIMERICAS

O trabalho iniciou com a producdo de nanocapsulas de PCL-PEG. A
determinacdo quantitativa do cilostazol incorporado nas nanoparticulas poliméricas
foi realizada pelo método de cromatografia liquida de alta eficiénciapreviamente
validado por Gomes (2014), avaliando a eficiéncia de incorporacdo do farmaco. As
nanoparticulas poliméricas foram caracterizadas por meio de estudos morfoldgicos e
espectroscopicos. As suspensdes de nanocapsulas obtidas a partir dos polimeros
poli-ecaprolactona(PCL) e de polietilenoglicol (PEG)contendo cilostazolforam

preparadas pelo procedimento de deposicao interfacial do polimero pré-formado
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desenvolvido e descrito porFessi et al. (1989)e padronizado pelo nosso grupo de
pesquisa, segundo Gomes(2014).

A blenda polimérica (0,075 de PCL e 0,025 de PEG) foi solvatada em
acetona em presenca de Span 80°® (0,077 g), CIL (0,010 g) e triglicerideos dos
acidos caprico/caprilico(TCM) 0,300 gramas, constituindo assim a fase organica. Em
seguida a essa fase, foi gotejada lentamente na fase aquosa contendo Tween
80®(0,077 g)previamente preparada e mantida sob agitacdo magnética e
temperatura controlada de 40 °C. A agitacdo magnética foi mantida por mais 10 min
apos o término do gotejamento e o solvente organico foi, entdo, eliminado por
rotaevaporacédo, atingindo um volume final de 10 mL e concentracdo de Cilostazol
de 10mg. mLt. Nanocapsulas sem farmaco foram igualmente obtidas como controle
negativo (NCO-PCL/PEG).Foi realizada a producdo de cilostazol pesado na
concentracdo de 10 mg. mL1, utilizando o propilenoglicol como solvente e solugéo
de propilenoglicol a 20% para controle negativo dos animais que ndo receberam as

formulagBes com nanocapsulas.

4.3.2 ANALISE IN VIVO

Este protocolo experimental foi previamente submetido a analise e a
aprovacdo da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) sob o numero 017/2013.

O efeito do tratamento com o cilostazolnanoencapsulado na artéria carétida e

perfil lipidico foi investigado por analises morfoldgicas in vivo em ratos Wistar.

4.3.2.1 Divisdo dos animais

Foram utilizados 28 ratos Wistar machos (Rattusnorvergicus) de 90 dias de
idade e peso aferido no inicio do experimento, indicado na tabela. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG)para analise bioquimica do perfil lipidico. Utilizaram-se 24 animais para
analise histologica da artéria carotida esquerda. O calculo da amostra necessaria
para o estudo foi realizado com o software Gpower® versdo 3.1.9.2. Os animais
foramdivididos em quatro grupos, de acordo com a medicagdo administrada. O

Grupo 1 recebeu a formulacdo de nanocapsulas de PCL-PEG contendo o
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cilostazoINC1-PCL/PEG (50 mg/kg/dia do farmaco, v.0.), o grupo 2 recebeu a

formulacdo de nanocapsulas controle sem o farmaco NCO-PCL/PEG, o grupo 3

recebeu uma solucdo preparada em propilenoglicol e agua (20/80 v/v) e o Grupo 4

recebeu a formulacdo suspensao de cilostazollivre(50 mg/kg/dia, v.0.). As doses

foram administradas a cada 12 horas (07 e 19 horas) por um periodo de 30 dias, por

gavagem. Com relacdo ao tratamento, os animais foram alojados em gaiolas

contendo quatro animais e mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2° C) e

ciclo de claro/escuro (12/12 h) controlados automaticamente. Agua e ragéo

comercial (Nuvilab®) foram fornecidos ad libidum.

Tabela 1: Peso dos ratos submetidos a andlise histoldgica, por grupos

NC1-PCL/PEG NCO-PCL/PEG VEICULO CIL LIVRE
Peso (g)/Grupo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Rato 1 305 263 370 357
Rato 2 325 306 332 380
Rato 3 322 316 368 319
Rato 4 305 320 296 369
Rato 5 286 348 - 338
Rato 6 273 367 - 307
Rato 7 260 335 - -
Média (g) 296 322 341 345
Fonte: O autor.
Tabela 2: Peso dos ratos submetidos a andlise bioquimica, por grupos
NC1-PCL/PEG NCO-PCL/PEG VEICULO CIL LIVRE
Peso (g)/Grupo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Rato 1 305 263 370 357
Rato 2 325 306 332 380
Rato 3 322 316 368 319
Rato 4 305 320 296 369
Rato 5 286 348 350 338
Rato 6 273 367 - 307
Rato 7 260 322 - 299
Rato 8 296 - - 338
Média (g) 296 320 343 338

Fonte: O autor.



39

4.3.2.2Anestesia e eutanasia

Apés 24 h do recebimento da ultima dos tratamentos, foi realizada a
eutanasia dos animais com sobredose anestésica (3,5 mL de cloridrato de cetamina
a 10% e 3,0 mL de xilazina a 2%, via intraperitoneal, respectivamente), e realizada a
cervicotomia para a retirada da artéria carotida esquerda.

4.3.2.3Ato operatorio e coleta de material biologico

No 31°. dia do experimento, os animais foram identificados e submetidos a
cirurgia para coleta da artéria carétida esquerda e amostra sanguinea. A cirurgia foi
realizada no laboratorio de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental da UEPG
pela equipe constituida por um cirurgido, primeiro auxiliar e segundo auxiliar. O
cirurgido e o primeiro auxiliar realizaram a anestesia, eutanasia ecervicotomiacom
retirada do segmento carotideo e o segundo auxiliar atuou no acondicionamento e
identificacdo das pecas cirurgicas.

A inciséo cirurgica foi a cervicotomialongitudinal esquerda seguida dedivulsao
e seccao por planos. A artéria carétida esquerda foi localizada e, de forma
cuidadosa separada do nervo vago e tecidos adjacentes. Em seguida foi
armazenada em frascos contendo formol a 10% (v/v).

Foram coletados 5mL de sangue através da punc¢do do ventriculo esquerdo. A
seguir, o liquido foi centrifugado durante 10 minutos a 3000 rotac6es por minuto
(rpm) e armazenado em tubos sem anticoagulante, para analise do perfil lipidico

(triglicerideos, colesterol total e fracdes LDL e HDL).

4.3.3Macroscopia

Foi realizado o registro fotografico com camera Sony, dsc-W320, (Okinauawa,

Japao).

4.3.4 Microscopia
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4.3.4.1 Preparo do material

As artérias carotidas esquerdas dos animais foram conservadas em solucéo
de formol a 10% (v/v) e encaminhados para o Laboratério de Anatomia Patolégica
de Ponta Grossa para a confeccéo de laminas histologicas.

Os fragmentos foram coletados e armazenados em cassetes especificos e
compativeis para a amostra (Figura5). Em seguida, submersos em solucéo de formol
a 10%(v/v).

Figura 5: solucao de formol a 10% (v/v) e cassete para armazenamento da artéria cardtida

esquerda

T
[T
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Fonte: O autor.

Para o preparo das laminas, os fragmentos das pecas foram cortados e
colocados em um cassete para processamento. Em seguida, procedeu-se com a
fixacdo da mesma. A fixacdo visa permitir o estudo celular como in vivo, evitando
alteracdes na constituicdo quimica celular, fixando proteinas e inativando enzimas
proteoliticas e sua consequente autélise. O material entdo foi mergulhado em
frascos contendo alcool em concentragfes crescentes (70%, 80%, 90%, 95%, 99%)
para a desidratacdo. Foi utilizado o xilol para realizar a diafanizagdo do material, que
permitiu a penetracdo de parafina na peca e tornou o material translicido e apto
para receber a parafina. Esta etapa foi conduzida na estufa e com a parafina em
estado de fusdo. Em seguida, as pec¢as seguiram para o micrétomo, com a intencao
de seccdes entre 5 a 7um. Os cortes foram estendidos em banho-maria e colados

em laminas de vidro. A coloracdo foi realizada pelo método hematoxilina-eosina
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(HE).Apoés realizada a etapa de coloracédo, desidratacdo e clareamento,a lamina foi

coberta com uma laminula, identificada e finalizada.

4.3.4.2 Leitura das laminas

As laminas foram avaliadas com relagdo a morfoanatomia padrdo da artéria
carOtida esquerda. A andlise histolégica das laminas foi feita utilizando-se um
microscopio optico (Olympus BX 41), que estava acoplado uma camera fotografica
(Olympus DP72), sob magnificacdo de 400 vezes. Obtiveram-se 5 laminas de cada
amostra arterial, abrangendo as trés tlnicas arteriais, com énfase na tunica média.
As imagens foram digitalizadas por meio doprograma CellSens Standard®, obtendo-
se as medidas em pixels, que foram convertidas para micrémetros. A captura
seguida da digitalizacdo das fotografias e a andlise das laminas foram feitaspor
pesquisadores independentes. A analise das laminas foi realizada de maneira cega
em que o avaliador das altera¢cdes histologicas desconhecia a qual grupo pertencia
cada lamina. Por meio do programa ImageJ® Software (NIH, Bethesda, MD, USA)foi
realizada a analisequalitativa que consistiu na investigacdo da presenca de resposta
inflamatoria através da visualizacdo de ndcleos celulares na tunica média da artéria
carétida, bem como uma andlise quantitativa paradeterminacdoda espessura da
tunica média, entre 10 medidas realizadas por lamina.As medidas para afericdo da
espessura da tunica média foram realizadas no sentido perpendicular as fibras
musculares, com intervalo de 20 micrometros entre elas. A afericdo da celularidade
foi realizada em uma area da tanica média equivalente a 800 micrémetros, em cada

uma das laminas.
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Figura 6: Medidas da espessura da tlinica média arterial. Foram realizadas 10 medidas
perpendiculares as fibras musculares, com intervalo de 20 micrébmetros entre as mesmas

Fonte: O autor.

Figura 7:A afericao da celularidade foi realizada em uma &rea da tanica média equivalente a
800 micrébmetros, em cada uma das laminas.

Fonte: O autor.

4.3.5 Analise do perfil lipidico

As amostras de sangue foram acondicionadas em tubos sem anticoagulante e
centrifugadas durante 10 minutos a 3.000 rpm. A seguir, encaminhadas ao
laboratério para afericdo do colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos através de kits
de ensaio comerciais pelo método enzimatico -colorimétrico.

4.3.6 VARIAVEIS ANALISADAS
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As variaveis analisadas foram: espessura da tunica média, nimero de células
em uma area de 800 micrdmetros da tunica arterial média; valores do colesterol

total, colesterol HDL e LDL e triglicerideos.

4.3.6.1 ANALISESESTATISTICAS

Para andlise deste estudo analitico intervencionista, foi usado o programa
Medcalc ®. Apos a avaliacdo da normalidade dos dados, com variaveis quantitativas
continuas foi utilizado o teste ANOVA one-way. Para analises comparativas das
variaveis foi feito o teste de comparacdo multipla de Tukey. Foi definido como
estatisticamente significativo um P <0,05. As variaveis foram apresentadas por
média e desvio-padrao.

5 RESULTADOS
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As nanocapsulas poliméricas foram obtidas com sucesso pelo método
proposto. A caracterizagao encontra-se no trabalho de Gomes (2014).A definicdo do
tamanho da amostra foi calculada para uma forca de 95%. Os animais foram
alocados em quatro grupos, compostos por 8 animais. Ao longo do experimento,
ocorreu a morte de 4 animais devido a trauma mecanico, durante o periodo da
administracéo dos farmacos, sendo um animal do grupo 2 (nanocéapsulas controle) e
trés animais do grupo 3 (propilenoglicol controle). As andlises bioquimicas foram
realizadas nos animais remanescentes, totalizando 28 animais. Houve a perda de 4
amostras histolégicas para a confeccao das laminas durante o preparo das mesmas,
referente a um animal de cada grupo. A analise histolégica foi realizada em 24
animas: sete animais do grupo 1, 6 animais do grupo 2, quatro animais do grupo 3 e
sete animais do grupo 4.

A pesquisa iniciou com 32 ratos adultos, albinos, da raca Wistar, que foram
divididos em quatro grupos experimentais: cilostazolnanoencapsulado (animais que
receberam a preparacdo de cilostazol na apresentacdo em nanocapsulas),
nancapsulas sem cilostazol (animais para os quais foi administrada solucdo de
nanocapsulas sem associacdo com o farmaco), solucdo de propilenglicol
(administracdo do veiculo propilenoglicol na concentracdo de 30%) e cilostazollivre

(farmaco em sua apresentacao usual), com duracao de quatro semanas.

5.1 Espessura da tinica média

Na analise da espessura da tunica média das artérias carétidas,observamos
diferencga estatisticamente significativaentre as médias entre os grupos 1 e 3[70.22
(£9.2,47-81) 1C95% 62-72] (P 0,019). Entre os demais grupos, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (P > 0,05). A espessura da tlnica média do grupo 1
apresentou maiores valores. As figuras de 8 a 11 exemplificam os resultados obtidos

na avaliacdo da espessura da tunica média das artérias carotidas.

Gréfico 1: Espessura da tunica média das artérias carétidas
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Fonte: o autor

Tabela 3: Média e desvio padréo da espessura da tinica médiadas artérias carétidas em micrébmetros

Grupo Média (um) N Desvio Padrdo (um)
1 75,17 7 4,51
2 71,78 7 8,98
3 60,16 4 2,53
4 64,39 6 10,84

Fonte:O autor
-valores expressos como média e desvio padrdo (n=24, ANOVA one-way).
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Figura 8: Aspectos histol6gicos da cardtida do grupo 1. Os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina; microscopia representativa de dois animais. A tdnica média esta indicada entre
as setas. Aumento de 400 vezes.

Fonte: o autor.

Figura 9: Aspectos histolégicos da carétida do grupo 2. Os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina; microscopia representativa de dois animais. A tiinica média esta indicada entre
as setas. Aumento de 400 vezes.

Fonte: O autor.
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Figura 10: Aspectos histolégicos da car6étida do grupo 3. As seccdes foram coradas com
hematoxilina-eosina; microscopia representativa de dois animais. A tinica média esta indicada entre
as setas. Aumento de 400 vezes.

Fonte: O autor.

Figura 11: Aspectos histolégicos da carétida do grupo 4. Os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina; microscopia representativa de dois animais. A tinica média esta indicada entre
as setas. Aumento de 400 vezes.

Fonte:o autor.
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5.2 Analise da Celularidade
Na contagem celular de uma area delimitada em 800 micrémetros, nao
encontramos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos avaliados

[24(+7.2,33-67) IC95% 60-91] (P >0,05).

Tabela 4: celularidade em nimeros absolutos.

GRUPO Média N Desvio Padrao
1 26,57 7 7,13
2 24,51 7 2,16
3 25,40 4 1,29
4 28,60 6 10,90

Fonte: o autor.
-valores expressos como média e desvio padrdao (n=24, ANOVA one-way).

5.3 Andlise do perfil lipidico

5.3.1 Dosagem do Colesterol Total
Neste parametro avaliado, observamos que nado houve diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de colesterol total[104.5 (+2.44,101-

108)IC95% 101,81-107,18] (P 0,4).

Tabela 5: Valores de colesterol total em mg/dL

GRUPO Média N Desvio Padrdo
1 104 8 2,44
2 155 7 2,16
3 84 5 1,58
4 80 8 2,44

Fonte: O autor.
-valores expressos como média e desvio padrdo (n=28, ANOVA one-way).
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5.3.2 Dosagem do LDL

Os niveis de LDL ndo demonstraram diferenca estatistica entre os grupos
avaliados [42 (+15.16,21-60) IC95% 24,24-55,13] (P 0,334).

Tabela 6: Valores de colesterol LDL total em mg/dL.

GRUPO Média N Desvio Padréo
1 40 8 15,16
2 26 7 12,51
3 34 5 15,24
4 25 8 24,04

Fonte: o autor.
-valores expressos como média e desvio padrdo (n=28, ANOVA one-way).

5.3.3 Dosagem do HDL

Neste parametro avaliado, observamos diferenca estatistica entre os grupos 1
e 3 [56,85(10,5+37,7-83,7)] IC 95% 52,56-61,38 (P 0,01). Entre os demais grupos,
nao houve diferenca estatisticamente significativa (P > 0,05). O grupo 3 demonstrou
maiores valores de HDL em relagédo ao grupo 1, com diferenca estatisticamente

significativa.

Gréfico 2: Valores do colesterol HDL em mg/dL
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Fonte: O autor.
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Tabela 7: Valores de colesterol HDL em mg/dL

GRUPO Média N Desvio Padréo
1 49,45 8 6,92
2 68,14 7 9,74
3 52,70 5 8,37
4 59,90 8 6,77

Fonte:o autor.
-valores expressos como média e desvio padrdo (n=28, ANOVA one-way)

5.3.4 Dosagem de Triglicerideos

Os resultados laboratoriais dos niveis de triglicerideos apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos 2 e 4 [116,92(+56.37,45-266)
IC95% 74.15-132.33]P0,01.0 grupo 2 apresentou menores valores de triglicerideos

comparativamente ao grupo 4, com diferenca estatistica.

Grafico 3: valores de triglicerideos em mg/dL.
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Fonte: O autor.



Tabela 8: Valores de triglicerideos em mg/dL

GRUPO Média N DesvioPadréao
1 171,75 8 49,43
2 78,85 7 31,45
3 128,60 5 57,39
4 88,12 8 33,95

Fonte: O autor.

-valores expressos como média e desvio padrdo (n=28, ANOVA one-way).
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6 DISCUSSAO

O cilostazol aumenta as concentragBes intracelulares de AMP ciclico
bloqueando seletivamente a FDE tipo 3. As implicacdes clinicas e a farmacocinética
em relacdo aos efeitos e a seguranca dessa droga ja estdo bem estabelecidas.
Estudos pré-clinicos mostraram que o cilostazol protegeu células endoteliais da
apoptose e inibiu o crescimento e a proliferagcdo de células musculares lisas
vasculares (KIM et al., 2005). Além disso, o cilostazol tem um efeito antiinflamatorio,
impedindo a expressdo de proteinas quimioatraentes, dessa forma impedindo a
adesdo de linfocitos a células endoteliais (HATTORI et al.,2009).Kim et al.(2005)
relataram que o cilostazol suprimiu as espécies intracelulares reativas de oxigénio e
diminuiu o nivel do fator de necrose tumoral a (KIM et al., 2002).

Para melhorar a eficacia dos farmacos, algumas estratégias surgiram no
campo da nanotecnologia, como o uso de nanoparticulas poliméricas sintéticas
(PSARROS et al.,2012). Estas estratégias fornecem caracteristicas extremamente
promissoras, tais como controle preciso da farmacocinética, biodisponibilidade e
estabilidade melhorada de drogas e biofarmacos, maior interacdo celular, devido a
sua maior superficie de contato e melhor direcionamento para administracdo de
medicamentos (CAVALCANTE et al.,2016). Neste contexto, a nanotecnologia tem
sido muito Gtil, porque o projeto e a obtencdo de nanoparticulas podem ser
controlados com precisdo, permitindo variacbes em seu tamanho, forma,
estabilidade, carga superficial e varias outras caracteristicas para melhorar seu
comportamento em diferentes sistemas (CAVALCANTE et al.,2016). Porém, ainda
nao existe bibliografia abundante sobre a seguranca dos nanocarreadores e pouco
se sabe sobre a relacdo entre as suas caracteristicas toxicodinamicas e
toxicocinéticas. Existem poucos estudos sobre a toxicidade in vivo de nanoparticulas
poliméricas, e geralmente sdo focados em um farmaco e ndo ao sistema
nanocarreador.

Em relacdo ao desenvolvimento da aterosclerose, ja € estabelecido o papel
da inflamacgé&o e da hiperlipidemia. Estratégias medicamentosas sdo propostas para
minimizar estes efeitos nos vasos sanguineos. Neste contexto, o cilostazol mostra-

se como um farmaco apropriado, devido aos seus efeitos pleiotropicos. Este trabalho
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objetivou avaliar o efeitodo cilostazol sobre a espessura e celularidade na tunica
intima arterial da cardtida de ratos Wistar e no perfil lipidico.

Quanto a espessura da tunica meédia, houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos que receberam o cilostazolnanoencapsulado (grupo 1) e
0 grupo que recebeu a solucdo de propilenoglicol (grupo 3). O cilostazol esta
associado a diminuicdo da migracdo de células musculares lisas para o endotélio.
Neste contexto, esperavamos observar diminuicdo da espessura da tunica média,
devido ao fato de a mesma ser composta por células musculares lisas. A espessura
observada no grupo que recebeu propilenoglicol foi menor do que a espessura
muscular no grupo que recebeu o cilostazol carreado por nanoparticulas, o que vai
contra a expectativa de que o farmaco, no presente estudo, diminuiria a espessura
da tanica média arterial. Podemos atribuir tal resultado ao pequeno numero da
amostra. Um estudo futuro com um maior numero de individuos submetidos ao
tratamento proposto pode demonstrar com maior definicdo a atuacao do farmaco na
tunica média.

O cilostazol pode atuar principalmente diante de um estimulo inflamatorio,
promovendo menor migracdo celular para os tecidos. Ha uma diversa gama de
gatilhos que podem desencadear alteracdes vasculares, pois 0 processo inflamatério
arterial envolve diferentes fatores como por exemplo compressao interna ou externa,
hiperlipidemia e estados de hipercoagulabilidade. Alteracbes nos parametros
hemorreoldgicos sao associadas a doencas cronicas como diabetes e tabagismo.
Mudancas na deformabilidade das hemaceas, aumento da agregacao plaquetaria e
aumento da viscosidade do sangue e plasma também podem promover danos micro
e macrovasculares (TRIPOLINO et al.,2017). Tais fatores representam uma proposta
de estudo futuro para a atuacéo protetora do cilostazol.

No presente estudo, ndo observamos diferenca na contagem de células das
tunicas musculares avaliadas. Quanto a meédia da celularidade, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na presenca de nucleos celulares na tunica média da
artéria carétida entre os grupos avaliados. Os resultados obtidos podem ser
condizentes com a idade dos animais utilizados no experimento (ratos jovens e sem
comorbidades associadas, além do tamanho reduzido da amostra). Também nao
fornecemos dieta hiperlipidica aos animais jovens e saudaveis, devido ao objetivo de
0 estudo ter sido a avaliacao do efeito protetor do cilostazol. O tempo de tratamento

nao permitiu que alteragdes histologicas se desenvolvessem.
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O aumento dos niveis séricos de colesterol total estd associado ao
desenvolvimento da aterosclerose, que inicia com o acumulo de lipoproteinas no
endotélio. Desse modo, farmacos que promovem o aumento do HDL e diminui¢éo
dos niveis de LDL triglicerideos retardam a evolugdo da doenca. Em relacdo aos
niveis de HDL, o grupo que recebeu propilenogicol apresentou valores maiores do
que o grupo que recebeu a solucdo de cilostazolnanoencapsulado. Os valores de
triglicerideos foram maiores no grupo que recebeu o cilostazol pesado em relacéo
ao grupo que recebeu a solugdo de nanocdpsulas poliméricas. Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa nos demais parametros bioquimicos
avaliados.

Tais achados demonstram que o cilostazol pesado mostrou maior beneficio
em relacdo ao perfil lipidico do que o cilostazolnanoencapsulado. As nanocapsulas
sao constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso,
podendo a substancia ativa estar dissolvida neste nucleo e/ou adsorvida a parede
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003). A presenca de 6leo em sua composi¢ao
torna a medicagdo inadequada para o combate da doenca aterosclerdtica em suas
diferentes apresentacodes.

Um aspecto que podera ser observado em futuros estudos é a capacidade de
liberacdo do farmaco da estrutura da nanocapsula. Tal sistema carregador é capaz
de transportar o farmaco, porém maiores estudos sao necessario para demonstrar a
quantidade de droga realmente depositada em determinado sitio bioldgico.

Ainda nado existe bibliografia abundante sobre a seguranca dos
nanocarreadores e pouco se sabe sobre a relacdo entre as suas caracteristicas
toxicodindmicas e toxicocinéticas. Existem poucos estudos sobre a toxicidade in vivo
de nanoparticulas poliméricas, e geralmente sao focados em um farmaco e ndo ao

sistema nanocarreador.
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7 CONCLUSAO

As propriedades das nanoparticulas oferecem uma ampla gama de
aplicacdes com possibilidades de melhorara no tratamento clinico aliando otimizacéo
de recursos humanos e do meio ambiente, em que pese a expansdo da pesquisa
dentro de um ambiente interdisciplinar que envolve as ciéncias farmacéuticas,
medicinaveterinaria, biologia, engenharia de materiais, fisica, quimica, medicina.
Esta pesquisa interdisciplinar demonstrou a atuacéo de diferentes setores da area
da saudeem prol da implementacdo de novas tecnologias para o tratamento da
aterosclerose, utilizando o Cilostazol, que é um farmaco com papel bem
estabelecido no tratamento de doencas cardiovasculares.

O cilostazol pesado apresentou melhores resultados em relacdo ao perfil
lipidico. A apresentacdo do Cilostazol nanoecapsulado n&o demonstrou ser
adequada para o tratamento da doenca carotidea extracraniana devido ao fato de
aumentar o perfil lipidico dos animais estudados. A estrutura da nanocapsula, por
conter lipidios em seu interior, piorou o perfil lipidico. Os achados laboratoriais foram
condizentes com os achados histopatolégicos.O presente estudo contribui para
estudos futuros relativos a toxicidade das nanocépsulas poliméricas, na medida em
que apresenta a tendéncia na piora do perfil lipidico nos animais que receberam o

sistema nanocarreador.
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