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RESUMO

Doencgas cardiovasculares sdo as principais causas de mortes no mundo. Os
principais tratamentos para esses disturbios envolvem o uso de implantes
cardiovasculares e anticoagulantes. Neste trabalho, foi proposto um novo sistema
para encapsulamento do farmaco etexilato de dabigatrana (DBG), baseado em
nanofibras de policaprolactona (PCL) produzidas por eletrofiacdo. Além disso,
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) produzidas pelos métodos de coprecipitagao
e hidrotérmico foram incorporadas as nanofibras. A andlise por microscopia
eletrénica mostrou que ambos os métodos levaram a formagéo de nanoparticulas de
ZnO na forma wurzita com didametros médios variando de 33 a 48 nm e nanofibras
uniaxiais com didmetros de 225 a 350 nm. A analise térmica dos materiais
evidenciou que as nanofibras sdo mais termicamente estaveis que o farmaco puro e
os resultados de angulo de contato mostraram que o farmaco aumenta a hidrofilia
das nanofibras de PCL. Os estudos quantitativos mostraram que o processo de
eletrofiagdo leva ao encapsulamento de cerca de 85% do DBG e que a liberagédo do
farmaco em meio aquoso ocorre por difusdo da matriz polimérica. Os testes de
viabilidade celular e de hemocompatibilidade mostraram que as nanofibras contendo
o DBG sado nao citotoxicas e ndo provocam a hemolise nem a coagulagéo do

sangue.

Palavras chave: Anticoagulantes. Dabigatrana. Nanofibras. Nanoparticulas de 6xido

de zinco. Liberagdo de farmacos.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world. The main
treatments for these disorders involve the use of cardiovascular implants and
anticoagulants. In this work, a new system for the encapsulation of dabigatran
etexilate (DBG), based on polycaprolactone nanofibers (PCL) produced by
electrospinning was proposed. In addition, zinc oxide (ZnO) nanoparticles produced
by the coprecipitation and hydrothermal methods were incorporated into the
nanofibers. Electron microscopy showed that both methods led to the formation of
ZnO nanoparticles in the Wurzite form with diameters varying from 33 to 48 nm and
uniaxial nanofibers with diameters of 225 to 350 nm. Thermal analysis of the
materials showed that the nanofibres are more thermally stable than the pure drug
and the contact angle results showed that the drug increases the hydrophilicity of
PCL nanofibers. Quantitative studies showed that the electrospinning process led to
a drug loading of about 85% and that the drug release in aqueous media occurred by
diffusion of the DBG from the polymer matrix. Cell viability and hemocompatibility
tests indicated that the nanofibers containing the DBG are non-cytotoxic and do not

cause hemolysis or blood coagulation.

Key-words: Anticoagulants. Dabigatran. Nanofibers. Zinc oxide nanoparticles. Drug
delivery.
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1. Introducéo

Doencas cardiovasculares sédo disturbios que envolvem o coragéo e os vasos
sanguineos. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares sdo a principal causa de mortes no mundo, sendo
responsaveis por 17.9 milhdes de o&bitos por ano. O enfarte agudo do
miocardio, o acidente vascular cerebral (AVC), a aneurisma da aorta e a
trombose venosa sdo exemplos desses disturbios. ' Essas doengas estéo
geralmente associadas a formagéo indevida de coagulos. A coagulagado é uma
resposta natural do corpo diante do rompimento de vasos sanguineos. Apesar
de ser essencial a vida, pois evita hemorragias, quando esse processo ocorre
de maneira inadequada, ele pode levar a uma producdo exagerada de
coagulos, cumulando em doengas cardiovasculares. 2

A cirurgia de revascularizagédo, utilizando implantes cardiovasculares, é o
tratamento indicado quando as doengas envolvem o estreitamento ou a
oclusdo dos vasos sanguineos. 3 Esses implantes sdo geralmente feitos de
politetrafluoretileno (ePTFE), tereftalato de polietileno (PET) e poliuretano (PU).
No entanto, esses materiais ndo sdo adequados para a substituicdo de vasos
de pequeno didmetro. 4 Outro problema relacionado a cirurgia de
revascularizagdo € a alta incidéncia de complicagdes pos-operatorias,
envolvendo a cascata da coagulagédo, como trombose e estenose. ® Isso gera
a necessidade da administragéo de anticoagulantes apds o procedimento.

Os anticoagulantes sdo os farmacos utilizados para prevenir e tratar a
formagéo desses coagulos. O anticoagulante oral mais utilizado é a varfarina,
um farmaco que interrompe a cascata de coagulagéo inibindo a produgéo de
vitamina K. A forma reduzida da vitamina K é um cofator na sintese de
importantes fatores de coagulagdo, dessa forma, quando sua produgédo é
inibida, a formagdo de coagulos é evitada. ® Apesar de ser um medicamento
eficaz, existem diversos problemas associados ao uso da varfarina, o mais
preocupante sendo o elevado indice de hemorragias. Além disso, a
concentragdo do farmaco no plasma pode ser afetada por muitos fatores, como
alimentacdo, peso, género e interagdes medicamentosas. Isso gera a
necessidade de que os pacientes sejam constantemente monitorados, sendo
imperativa a realizagdo de exames de sangue periddicos. 7

O desenvolvimento de novos anticoagulantes orais diretos (NAODs) foi
estimulado, entdo, devido a necessidade de suprir os problemas associados ao
uso da varfarina. As principais vantagens dos NAODs em relagdo a varfarina
sdo seu perfil farmacocinético previsivel, dosagem fixa, agdo local rapida e
menos interagbes alimentares e medicamentosas. & Esses farmacos
apresentam uma eficacia de anticoagulacéo igual ou superior a varfarina, além
de serem mais seguros em relacdo a hemorragia. Devido a esses beneficios,
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muitos médicos ja recomendam a substituicdo do uso da varfarina por NAODs,

de modo que a demanda por esses farmacos tende a aumentar cada vez mais.
9

Um dos NAODs ja utilizado na prevencgao de trombos é o mesilato de etexilato
de dabigatrana (DBG), um inibidor direto de trombina, um dos principais
agentes na coagulagdo sanguinea. Apesar de apresentar diversas vantagens
em relagdo a outros anticoagulantes, a biodisponibilidade oral do etexilato de
dabigatrana é muito baixa (~8%), o que faz com que as doses diarias do
medicamento sejam elevadas (~300mg), aumentando o risco de hemorragia. °
Sendo assim, existe a necessidade de se desenvolver sistemas que permitam
o0 aumento da biodisponibilidade do farmaco e sua melhor e mais eficiente
liberagao no organismo.

Uma estratégia para aumentar a biodisponibilidade e promover a liberagao
controlada do farmaco € o seu encapsulamento em sistemas que permitam um
maior controle do tempo de liberagdo e da concentragdo das doses do farmaco,
bem como um controle de seu local de atuagao, visando aperfeigoar o efeito
terapéutico do principio ativo.'' Nanofibras de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, como a policaprolactona (PCL), sdo indicadas para o
desenvolvimento desses sistemas pela possibilidade de serem utilizadas tanto
como implantes vasculares quanto como matrizes para a liberagdo controlada
do farmaco. # Outra proposta interessante ¢ a associagdo desses sistemas
poliméricos com materiais inorgénicos, como o 6xido de zinco (ZnO). As
particulas de ZnO podem alterar as propriedades fisico-quimicas do sistema,
melhorando a liberagdo do farmaco e podem auxiliar na agao fisiologica das
nanofibras. 2

Assim, neste trabalho relatamos um novo sistema para o encapsulamento e
liberacdo do DBG e avaliamos seu potencial uso no tratamento de doencgas
cardiovasculares.
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2. Objetivos
2.1.  Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho é a preparagao de nanofibras de PCL para o
encapsulamento do DBG, além da avaliagdo da influéncia da presenga de
nanoparticulas de ZnO nas propriedades e no desempenho desse material

como um sistema de liberagéo.

2.2. Obijetivos especificos

Preparar as nanoparticulas de ZnO pelos métodos de coprecipitacdo e
hidrotérmico.

Preparar as nanofibras de PCL pelo método de eletrofiagdo na presenga e
auséncia do farmaco DBG e das nanoparticulas de ZnO.

Caracterizar morfologicamente e fisico-quimicamente as nanoparticulas e as
nanofibras.

Fazer o estudo cinético da liberaggo do DBG a partir das nanofibras
poliméricas e nanofibras poliméricas incorporadas com nanoparticulas de ZnO.

Avaliar a citotoxicidade e a hemocompatibilidade das nanofibras produzidas.
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3. Conceitos Gerais e Revisio Bibliografica

3.1. Doengas cardiovasculares

A coagulagédo sanguinea € um fendbmeno natural de defesa do organismo em
que é formado um coagulo para impedir hemorragia. Em situagdes normais, o
coagulo é dissolvido naturalmente pelo organismo depois que a ferida é
curada. No entanto, em situagdes anormais, o coagulo pode se formar dentro
dos vasos sanguineos sem motivo aparente ou nao se dissolver apdés um
ferimento. A formacéo de coagulos, também conhecidos como trombos, pode

causar enfermidades conhecidas como doengas cardiovasculares.

Quando um vaso sanguineo sofre qualquer tipo de agress&do, o organismo
inicia um processo de homeostase, que evita o sangramento intenso, a partir
da formacdo de um agregado de plaquetas ativadas, hemacias e fibrina,
denominados trombos ou coagulos. A cascata de coagulagéo, representada na
Figura 1, € um processo que envolve mais de 30 proteinas e tem como objetivo
reparar o vaso. '3 Dessa maneira, qualquer alteragdo nessa resposta complexa

do corpo pode formar trombos patologicos.

Figura 1. Representagdo simplificada da cascata de coagulagao.
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Fonte. Adaptado de Thrombosis Adviser '
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Existem diversos fatores que podem favorecer a formagdo anormal de um
trombo, como o sobrepeso, o uso de cigarros, o uso de hormdnios
contraceptivos, o repouso pos-cirurgico e doengas hereditarias. Estudos
também indicam uma propensdo de gestantes e pacientes com céncer de
desenvolverem uma trombose venosa (trombo na veia) que pode evoluir para
uma embolia pulmonar (trombo no pulm3o). ' '® Sendo assim, em alguns
casos, é possivel prevenir a formacdo de coagulos, mas ainda assim existe a

necessidade de tratamentos eficazes para esses disturbios.

As terapias mais usadas no tratamento de trombos sdo os medicamentos
tromboliticos, a trombdlise dirigida por cateter, a trombectomia e os
medicamentos anticoagulantes. 7 Os tromboliticos ou fibrinoliticos s&o
medicamentos capazes de dissolver um coagulo e s&o usados principalmente
no tratamento do enfarte do miocardio e do AVC. '® A trombdlise dirigida por
cateter também utiliza tromboliticos, que sdo administrados diretamente no
local do coagulo via insergdo cirurgica de um cateter. Outro procedimento
cirurgico € a trombectomia, no qual o coagulo € mecanicamente removido.
Finalmente, os anticoagulantes sdo medicamentos que interferem na cascata
de coagulagéo e impedem a formagédo de novos coagulos. Dessa maneira, os
anticoagulantes sdo os medicamentos mais indicados na prevengdo de

doencas cardiovasculares associadas a formagao de trombos.
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3.2.  Anticoagulantes

Anticoagulantes, como ja mencionado, sdo medicamentos capazes de impedir
a formagéo de trombos. Eles sdo administrados a pacientes com elevado risco
de produgéo de coagulos para prevenir condicdes graves, como derrames e
enfartos. '° Esses medicamentos podem ser prescritos em condigdes agudas,
como apos uma cirurgia, e em condigdes cronicas, como na prevengdo de

trombose venosa profunda (TVP) em pacientes com disturbios de circulagéo.

O primeiro anticoagulante oral foi desenvolvido na década de 1940 por Karl
Paul Link. O anticoagulante em questdo era o dicumarol, um derivado da
cumarina, extraido de feno apodrecido. Na década de 1950, a varfarina,
desenvolvida pelo mesmo pesquisador, substituiu o uso do dicumarol,
tornando-se o anticoagulante oral mais utilizado nos Estados Unidos e em
outros paises do mundo. ?° Esse farmaco age inibindo a carboxilagdo-y dos
fatores de coagulagao II, VIl e IX, inibindo a enzima epoxido redutase. Como
esses fatores de coagulagdo dependem da vitamina K, a varfarina € um
anticoagulante “antagonista de vitamina K” (AVK). 2! Os anticoagulantes AVK
sdo muito eficazes, mas apresentam uma janela terapéutica muito estreita e
sua concentragdao no plasma pode variar bastante. Essa variagdo esta
relacionada ao fato de varios alimentos e medicamentos alterarem o
comportamento farmacocinético e farmacodinamico dos anticoagulantes AVK.
Dessa maneira, o uso continuo desses farmacos torna-se problematico,
necessitando-se de um monitoramento periédico da coagulagado e controle
rigoroso da dosagem. Os principais problemas relacionados ao uso desses
medicamentos sdo casos de hemorragia (superdosagem) e recorréncia de
eventos trombéticos (subdosagem). 22 Considerando que o uso da varfarina
pode ser agudo, tratamento de dias ou semanas, ou cronico, meses ou anos,
as dificuldades associadas ao seu uso levaram a pesquisas que culminaram

em novos anticoagulantes. ”

Os primeiros anticoagulantes, diferentes da varfarina, a serem aprovados foram
as heparinas de baixo peso molecular (HBPM), inibidores indiretos do fator Xa
e inibidores diretos de trombina. Esses farmacos apresentam vantagens em

relagdo a varfarina, mas somente podem ser administrados via parenteral
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(injegbes) o que dificulta seu uso em tratamentos cronicos. 23 Mais
recentemente, novos anticoagulantes orais diretos (NAODs) foram
desenvolvidos e apresentam vantagens significativas, como doses fixas, agéo
rapida, menos interagdes alimentares e medicamentosas e ndo necessidade de
constante monitoramento. Os NAODs disponiveis no mercado sdo a
rivaroxabana, a apixabana, a edoxabana e a dabigatrana. & A Tabela 1 resume

as principais propriedades desses farmacos.

Tabela 1. Propriedades dos NAODs

Interagao Aprovagao
NAOD Alvo Tmax Biodisponibilidade oral
alimentar FDA
Reduz
Rivaroxabana FXa 2,5-4h >80% 2011
absorgao
Nao
Apixabana FXa 3h >50% 2012
reportado
Nao
Edoxabana FXa 1-5h ~62% 2015
reportado
Reduz
Dabigatrana Flla - 2h ~8% 2010
absorgao

Nota 1. Tmax - tempo para concentragdo maxima no plasma; Nota 2. FXa - fator Xa , Flla - fator lla

(trombina);
Nota 3. US FDA — Food and Drug Administration

Fonte. Adaptado de Cohen et al** e Fontanta et al®

A principal vantagem desses quatro NAODs é a redugdo de ocorréncia de
hemorragias quando comparado com a varfarina. Estudos mostram que o uso
de NAODs reduziu em quase 70% a ocorréncia de hemorragias intracranianas
e fatais, 40% de hemorragias graves e 20% de hemorragias com relevancia
clinica. ¢ Sendo assim, esses novos farmacos apresentam uma possibilidade
promissora para o tratamento eficaz e seguro de doengas cardiovasculares.
Novas pesquisas e testes clinicos visam aprimorar o uso desses
anticoagulantes no intuito de substituir medicamentos como a varfarina, que
foram a Unica opgao durante os ultimos 60 anos.?° E importante destacar que
cada um desses NAODs apresenta caracteristicas distintas e diferentes
mecanismos de agao, sendo interessante a selegdo de um unico farmaco para

estudos aprofundados.
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3.3. Dabigatrana

A dabigatrana foi escolhida no presente trabalho por ser o primeiro NAOD a ser
comercializado, demonstrando-se mais seguro e eficaz no tratamento de
fibrilagao atrial e igualmente seguro e eficaz para eventos tromboembdlicos
venosos, quando comparado a varfarina. 2526 A polaridade da dabigatrana nao
permite sua administragdo oral e, portanto, ela € comercializada como a pro-
droga mesilato de etexilato de dabigatrana (DBG), sendo Pradaxa o seu nome
comercial.  No organismo, o DBG é convertido na dabigatrana, como

representado na Figura 2.

Figura 2. Representagao da conversdao do mesilato de etexilato de dabigatrana em

dabigatrana.
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Fonte. Autora.

A dabigatrana atua na cascata de coagulag&o inibindo a trombina, em um
mecanismo competitivo, especifico, dependente da concentragao e reversivel.

O farmaco inibe tanto a trombina livre quanto a trombina presente no coagulo,
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impedindo a conversédo de fibrinogénio em fibrina, uma etapa importante na
formagédo do trombo. A Figura 3 mostra uma representagdo da atuagédo da
dabigatrana. A trombina, além de ter um papel essencial na coagulagao
sanguinea, também induz diferentes efeitos celulares por meio de receptores
ativados por protease (RAP). A agédo desses sinalizadores no organismo esta
ligada a diversos processos, como o de inflamagéo e infeccéo, fibrose e na
proliferacao de células cancerosas. Dessa maneira, alguns estudos ja foram
feitos sobre a agdo da dabigatrana em doengas ndo cardiovasculares, como

aterosclerose, cancer e infecgdes com Staphylococcus aureus. 27

Figura 3. Representagéo da trombina e da agdo da dabigatrana na sua inibigéo.

Fatoresde

Coagulagio Dabigatrana

Sitio ativo Sitio ativo
Trombina — Trombina

Exositio 1 Exositio 2 Exositio 1 Exositio 2

Fonte. Adaptado de Comin et al. %

A reversibilidade da acdo da dabigatrana é de extrema importéncia, pois a
possibilidade de reverter o efeito de um anticoagulante estd diretamente
associada a sua seguranga. Um paciente em constante uso de anticoagulantes
esta mais susceptivel a hemorragias, por exemplo, um pequeno corte de papel
demoraria mais a parar de sangrar para esse paciente do que para uma
pessoa ndo anticoagulada. Sendo assim, em caso de traumas maiores é
imprescindivel que exista um antidoto que interrompa a agédo do anticoagulante
para que o paciente ndo tenha sangramentos intensos e, possivelmente, fatais.
Entre os NAODs, a dabigatrana é o primeiro a ter um antidoto eficaz e ja
aprovado pela FDA e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA),

denominado idarucizumab, comercializado como Praxbind. 2°
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Figura 4. Acao do Idarucizumab impedindo a agao da dabigatrana.
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Fonte. Adaptado de Comin et al.

A acdo eficaz e segura da dabigatrana é, portanto, o que a torna um dos
NAODs mais promissores na substituicdo da varfarina. No entanto, sua baixa
biodisponibilidade oral (~8%) € uma das maiores limitagdes da disseminacéo
de seu uso. Isso significa que cerca de 90% da dabigatrana ingerida é
eliminada e ndo absorvida pelo organismo. Isso faz com que a dose do
medicamento tenha que ser muito alta para manter o nivel terapéutico no

plasma. 20

Poucos estudos foram realizados no intuito de melhorar a biodisponibilidade
oral do farmaco ou criar novas formas de administracdo. Em 2016, Chai et al.
publicou sobre um sistema de liberagdo autonanoemulsificante carregado com
etexilato de dabigatrana. Quando testado em modelo animal, esse sistema
apresentou um aumento significativo da biodisponibilidade oral da dabigatrana.
30 Em 2017, Zhang et al. mostrou uma abordagem diferente, publicando seu
trabalho sobre um sistema de liberagdo sustentada do DBG a partir de uma
formulacéo injetavel. Nesse trabalho, foi desenvolvido um sistema lipidico de
transicao de fase in situ que apresentou efeito de anticoagulagéo por 7 dias em

modelo animal. 3

O potencial do uso do DBG associado a escassez de trabalhos envolvendo o
farmaco mostra a necessidade de se explorar novos sistemas de

encapsulamento e liberagao para esse anticoagulante.
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3.4. Nanofibras Poliméricas

Nanofibras poliméricas podem ser uma excelente matriz para o
encapsulamento e a liberagdo de anticoagulantes como o DBG. Esses
materiais sdo fibras ultra-finas de polimeros que apresentam caracteristicas
Unicas, como elevada razao area superfical/volume, funcionalizagédo superficial
flexivel e elevada performance mecéanica. 3 O método mais utilizado para
produzir nanofibras é a eletrofiagdo. Nesse método, uma solugéo do polimero é
submetida a uma diferenca de potencial elevada, que é responavel por esticar
as cadeias poliméricas, formando as fibras de dimensdo micro a nanométrica.
Na Figura 5, pode-se observar a representacdo do equipamento de eletrofiagéo
e a formacao do cone de Taylor. Quando a gota de solugdo polimérica presente
na ponta da agulha é submetida a uma diferengca de potencial, cria-se um
acumulo de cargas nessa gota, gerando uma intensa repulsdo eletronica.
Essas forgas repulsivas sdo opostas a tensdo superficial da solugdo, o que
provoca o alongamento da gota, formando uma forma cénica conhecida como
“cone de Taylor”. Todos os paradmetros do método, como polimero, solventes,
fluxo de injegdo, tensdo, distdncia da agulha até a placa, influenciam na
formacado das nanofibras, além de efeitos externos, como umidade do ar e
temperatura. 33

Figura 5. Esquema do processo de eletrofiagdo para geragdo de nanofibras e
distribuigao de for¢as no cone de Taylor.
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Os principais tecidos do corpo humano (epitelial, conjuntivo, nervoso e
muscular) apresentam fibras em escala micro ou nanométrica. Sendo assim,
nanofibras poliméricas se assemelham a estruturas fisiolégicas e, por isso,
apresentam diversas possibilidades de aplicagdes biomédicas. Dentre essas
aplicagdes, encontram-se a engenharia de tecidos, a liberagdo de farmacos e
curativos. 3* Na engenharia de tecidos, as nanofibras sdo usadas como matriz
(scaffold) ja que conseguem mimetizar estruturas e fungdes bioldgicas. Suporte
mecanico, propriedades superficiais favoraveis e biocompatibilidade séao
algumas das propriedades das nanofibras que as tornam atrativas para a
engenharia de tecidos. Essas mesmas propriedades também fazem com que
esses materiais sejam capazes de encapsular farmacos, podendo ser usados
como sistemas de liberagdo controlada e/ou sustentada de diversos
medicamentos. Ja& no uso de nanofibras como curativos, as principais
propriedades envolvidas sdo suas estruturas porosas e flexiveis que podem ser

bioabsorvidas pelo organismo. 34 35

Em relagdo a anticoagulantes, o uso de nanofibras é bastante versatil.
Primeiramente, considerando que na engenharia de tecidos a fibra & inserida
cirurgicamente e que processos cirurgicos aumentam o risco de formagéo de
trombos, seria interessante a presenga de um anticoagulante na fibra. Dessa
maneira, independente da fungdo desse material no corpo, as complicagbes
relacionadas a coagulos no seu uso seriam diminuidas ou evitadas. A mesma
ideia se aplica no uso de nanofibras como curativos e suturas. Apés um trauma
com possibilidade de formacdo de coagulos, nanofibras contendo
anticoagulantes poderiam ser utilizadas. Além disso, uma aplicagao direta seria
0 uso de nanofibras como sistemas de liberagdo de anticoagulantes, no caso
do tratamento de disturbios cardiovasculares e prevencdo de eventos

tromboembodlicos.

A busca por trabalhos envolvendo nanofibras e anticoagulantes na base do
Web of Science resultou em cerca de 20 artigos, sendo o farmaco em questéao
a heparina. Um desses trabalhos foi desenvolvido por Bae et al mostra
nanofibras poliméricas com moléculas de heparina imobilizadas na superficie,
visando um efeito antitrombdético em suturas vasculares. Os polimeros

utilizados foram o poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), o poli(oxietileno)
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(PEO) e o copolimero poli(acido latico-co-acido glicélico)-graft-polietilenimina
(PgP). Os resultados de tempo de liberagdo e tempo de coagulagdo foram
promissores. 5 O trabalho de Zhai et al., por sua vez, promoveu O
encapsulamento da heparina em nanofibras de poli(L-latico)-co-poli(€-
caprolactona) (P(LLA-CL)) com liberagdo sustentada de cerca de duas
semanas. Os resultados mostraram que o material tem potencial para ser
usado em implantes cardiovasculares no reparo de vasos sanguineos. 3 Um
outro trabalho bastante interessante, por Janjic et al, mostrou o uso de
nanofibras de acetato de celulose incorporadas com heparina para recobrir
estentes. Estentes sdo préteses expansiveis geralmente usadas no reparo ou

reconstrugéo de artérias. 37

Os trabalhos citados sdo exemplos das possiveis aplicagbes de nanofibras
carregadas com um farmaco anticoagulante. No entanto, é evidente que a
formagédo de nanofibras com NAODs, como o DBG, ainda nao foi explorada
pela comunidade cientifica. Isso significa que existem diversas possibilidades
de novos sistemas de encapsulamento/liberacdo de NAODs e nanofibras. E
importante, entdo, conhecer sobre os polimeros utilizados na produgéo de
nanofibras para aplicagbes biomédicas e seus usos no tratamento de doengas

cardiovasculares.
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3.5. Policaprolactona

A policaprolactona (PCL) € um dos polimeros mais utilizados na formulagéo de
biomateriais. O poliéster hidrofébico e semicristalino € obtido a partir da
polimerizagdo da E-caprolactona, como mostrado na Figura 6. No corpo
humano, o PCL é degradado por hidrélise, o que o torna biodegradavel. O fato
de o polimero ser hidrofébico faz com que essa degradacdo seja lenta (2-5
anos), possibilitando seu uso em aplicagbes que exigem longos periodos de

degradagao. 3839

Figura 6. Reacao simplificada da sintese da policaprolactona.
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A boa solubilidade do PCL em diversos solventes organicos e a possibilidade
de interagdo/encapsulamento de diferentes farmacos levaram ao uso desse
polimero em sistemas de liberagdo, sendo aprovado pelo FDA e utilizado
clinicamente desde a década de 1980. Na primeira década do século 21, no
entanto, com a ascensdo da engenharia de tecidos, o interesse pelo PCL se

desviou para a produgado de nanofibras. 4°

Uma das vantagens das nanofibras de PCL é que existem diversas
possibilidades de modificacdo do material para adequar suas propriedades ao
seu uso intencionado. Encapsulamento de extensa variedade de farmacos,
modificagdo da superficie, acoplamento com outros polimeros e formagédo de
compositos com particulas inorganicas sdo exemplos da versatilidade das
nanofibras de PCL. No estado da arte, encontram-se trabalhos com diversas
aplicacdes desses nanomateriais, ndo somente na engenharia de tecidos, mas
também na produgcdo de sistemas de liberagdo controlada de farmacos e
curativos. 4" Em relagdo as doencas cardiovasculares, ja existem alguns
estudos que mostram o grande potencial das nanofibras de PCL,

principalmente no seu uso como implantes.
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Alguns trabalhos produziram e testaram fibras de PCL como implantes
cardiovasculares, ja que essas nanofibras apresentam um didmetro adequado
e sdo bioativas e ndo toxicas para células endoteliais (interior dos vasos
sanguineos) e células musculares lisas (presente na parede de diversos
6rgaos). Yalcin et a.l, produziu implantes tubulares de nanofibras de PCL,
mostrando sua semelhanca com estruturas vasculares e provando sua
biocompatibilidade in vitro. 4 Em um estudo similar, Al Rez et al. produziu micro
e nanofibras de PCL em diferentes condi¢gdes, propondo seu uso na
substituicdo de tecidos vasculares. Esse estudo também mostrou a adesédo e
integragéo celular na matriz polimérica, fatores essenciais em seu uso como
implante. 42 Além disso, os trabalhos de Valence et al. 43, Wang et al. 44, Pektok
et al. *5 e Nottelet et al. 46 fizeram estudos in vivo de nanofibras de PCL como
implantes vasculares, mostrando um efeito adequado de desobstrugdo dos

vasos em Iongo prazo.

O uso de fibras de PCL para encapsulamento de farmacos com potenciais
aplicagdes cardiovasculares também foi estudado. Rychter et al, desenvolveu
microfibras de PCL como um sistema de liberagao do cilostazol. Esse farmaco
inibe a agregacao plaquetaria, sendo indicado no tratamento de doenca
vascular periférica e na prevengdo de AVCs. 47 Outro estudo que propds o uso
de nanofibras de PCL tanto como implantes quanto como sistemas de
liberagdo foi o de Innocente et al. Nesse trabalho, foram produzidas préteses
de nanofibras de PCL incorporadas com paclitaxel, um farmaco capaz de evitar
o estreitamento dos vasos sanguineos apos a insercéo de implantes. O estudo
mostrou que o nanossistema foi capaz de gerar a liberagdo sustentada e lenta
do farmaco e os experimentos in vivo indicaram o possivel uso clinico desses
implantes no futuro. 8 Esses trabalhos mostram a multifuncionalidade de fibras

de PCL no tratamento de doengas cardiovasculares.

Além de seu uso individual ou incorporado com farmacos, também é possivel
explorar a adicdo de nanoparticulas inorganicas a nanofibras de PCL. A
formagédo desses compésitos pode levar a uma melhora na eficiéncia do

sistema ou a novas possibilidades de aplicagao.
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3.6.  Nanoparticulas de 6xido de zinco

Nanoparticulas de ZnO sdo reconhecidas pela comunidade cientifica pelas
suas importantes aplicagdes biomédicas. Consideradas pelo FDA como
Substancia Geralmente Reconhecida como Segura (GRAS), as nanoparticulas
de ZnO apresentam propriedades antimicrobianas, anticancerosas e também

podem ser utilizadas como sistemas de liberagéo de farmacos. #°

As propriedades como tamanho, morfologia e caracteristicas superficiais estdo
diretamente relacionadas ao método de sintese dessas nanoparticulas.
Existem diversos métodos para o preparo das nanoparticulas de ZnO, uma
revisdo extensa feita por Kotodziejczak-Radzimska e Jesionowski cita mais de
dez métodos de sintese e discute os mais utilizados. ° Um dos métodos mais
comuns é o de coprecipitacdo, no qual uma solugdo aquosa de um sal de zinco
e uma solugdo basica, normalmente hidroxido de soédio ou ambnia, sdo
utilizadas como precursoras. Nesse método, a solugdo salina de zinco é
mantida aquecida e sobre agitacdo enquanto a solugado basica é adicionada
gota a gota ao sistema. Na primeira fase do processo, é formado o hidréxido de
zinco que posteriormente é convertido nas nanoparticulas de ZnO. O
precipitado formado é filtrado e levado a secagem. Concentracao das solugdes,
temperatura de reacéo e temperatura de secagem sao alguns dos paradmetros

que influenciam nas propriedades das particulas produzidas. 5!

A sintese hidrotérmica, por sua vez, pode ser realizada com as mesmas
solugdes do método de coprecipitagdo. No entanto, nesse caso a reagédo ocorre
em uma temperatura superior a temperatura de ebulicdo do solvente e a uma
pressdo maior que uma atmosfera (1 atm). A sintese geralmente ocorre em
autoclaves que mantém os paradmetros de reagdo controlados, sendo uma
importante vantagem para a produgado em larga escala de nanoparticulas de
ZnO. 5% Na formagdo de compositos de nanofibras poliméricas com
nanoparticulas de ZnO, o método de sintese e, consequentemente, as
propriedades das nanoparticulas podem influenciar nas aplicagbes biomédicas

do material.

No estado da arte, ndo foram encontrados trabalhos especificos sobre o uso de

nanofibras contendo nanoparticulas de ZnO para o tratamento de doencgas
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cardiovasculares. No entanto, alguns trabalhos demonstram o potencial uso
desses materiais na engenharia de tecidos. Augustine et al, por exemplo,
produziu nanofibras de PCL incorporadas com nanoparticulas de ZnO com
propriedades antibacterianas e de adesdo celular. Em diferentes artigos, os
autores investigaram o potencial uso dessas fibras em implantes,
especialmente para regeneragdo dérmica. 5% 54 55 % Esses trabalhos sugerem
a possivel aplicacdo dessas nanofibras na engenharia de tecidos. Assim o

presente trabalho € uma contribuigao para o estado da arte na area.
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4. Parte experimental

4.1. Materiais
Nitrato de zinco hexahidratado
Formula molecular: Zn(NO3)2:6H20
Massa molar: 297,49 g mol!
Fabricante: VETEC Brasil
Acetato de zinco dihidratado

Foérmula molecular:
Zn(CH3CO2)2-:2H20

Massa molar: 219,50 g mol!
Fabricante: VETEC Brasil
Hidroxido de sédio
Formula molecular: NaOH
Massa molar: 39,99 g mol
Fabricante: VETEC Brasil.
Citrato de Sédio

Férmula molecular:
Na3CeHs07:2H20

Massa molar: 294,00 g mol!

Fabricante: Synth

Mesilato de Etexilato

Dabigatrana

Formula molecular: C3sHasN7OsS

Massa molar: 723,84 g mol™’
Fabricante: Adooq Bioscience
Policaprolactona

Férmula molecular: (CsH1002)n
Massa molar: 43000-5000 Da
Fabricante: Polysciences
Diclorometano

Formula molecular: CHz2Cl2
Massa molar: 84,93 g mol
Fabricante: Synth

Metanol

Férmula molar: CHsOH

Massa molecular: 32,04 g mol™’

Fabricante: Neon

de
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4.2. Métodos
4.2.1. Extragdo do mesilato de etexilato de dabigatrana da formulagao

de Pradaxa

O DBG foi extraido pelo método liquido-liquido®” da formulagdo comercial
Pradaxa. A solubilidade do principio ativo em solugdo de HCI e metanol 58 foi

utilizada para a extragéo e separagdo dos excipientes 5°.

O conteudo de 10 capsulas de Pradaxa, cerca de 10 g, foi transferido a um
almofariz e macerado. Em seguida, 50 mL de solugdo de HCI 0,1 mol L' foram
adicionados ao p6 e colocado sob agitagdo. Apds uma hora, a mistura foi
filtrada, o sdlido descartado e o filtrado reservado. A esse filtrado foi adicionada
gota a gota uma solugdo de NaOH 1 mol L', observando formagdo de
precipitado. Essa segunda mistura foi novamente filtrada e o precipitado foi
seco a 70°C. Apds secagem, o precipitado foi solubilizado em metanol e
deixado em agitagdo. Finalmente, o liquido foi centrifugado e seco em
condigbes ambientes para obtengao do sélido final.

Figura 7. Representagdo do processo de extragdo do principio ativo DBG do
medicamento Pradaxa.

l‘ NaOH 1,0 mol.LH

Pradaxa

! o
)
[
Agitagdo Agitagdo Agitacdo
Filtragdo Filtracio ) Centrifugagdo J
~HUD._'II'!|-:I.L" Filtrada CH,0H Secagem

DBG

Fonte. Autora

4.2.2. Sintese do ZnO
CO-PRECIPITACAOQ, ZnOcp

A sintese das nanoparticulas de ZnO por co-precipitagao foi realizada segundo
metodologia previamente definida pelo grupo de pesquisa®2. Resumidamente,

uma solugdo de NaOH 2,0 mol L' foi gotejada & uma solugdo de
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Zn(NO3z)2.6H20 1,0 mol L' contendo NasCsHs07.2H20. A mistura foi mantida a
70°C por 2 horas com agitagdo magnética. Apds o tempo de reagao, o solido
obtido foi lavado por trés vezes com agua deionizada, utlizando uma
ultracentrifuga (12000 rpm, 10 min). Em seguida, o produto foi seco em estufa

a vacuo a 60°C por 12 horas.

HIDROTERMICA, ZnOn

A sintese hidrotérmica das nanoparticulas de ZnO também foi realizada
segundo metodologia previamente definida pelo grupo de pesquisa®. Nesse
processo, solugdes de 0,5 mol.L™" de ZnC4HeO4 e NaOH foram adicionadas a
um recipiente de teflon, que foi colocado em uma autoclave. A autoclave foi
mantida em banho de silicone a 150°C por 6 horas. Apés o tempo de reagéo, o
sélido obtido foi lavado por trés vezes com agua deionizada, utilizando uma
ultracentrifuga (12000 rpm, 10 min). Em seguida, o produto foi seco em estufa
a vacuo a 60°C por 12 horas.

Figura 8. Representagéo das montagens das sinteses por coprecipitagéo e
hidrotérmica das nanoparticulas de ZnO.

Co-precipitagao Hidrotérmica
NaOH <N
2,0mol.L? l
\ ‘|
!
X'
=10 Lavagem
(NO,L,6H0 AR NaOH
1,0 mol.L? | ] 0,5 mol.L! 9 ——> lavagem
' ‘ InCH0,
Na,CgHs0,.2H,0 0,5 mol.L
0,86 mol.L* Drying
60°C Drying
12h 60°C
- 12h
2h
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4.2.3. Preparo das nanofibras

As nanofibras foram preparadas pelo método de eletrofiagdo ©°. Solugdes de
8% m/v de PCL foram preparadas em uma mistura de diclorometano e metanol
1:1 e deixadas sob agitagcao por 24 horas. Os parametros foram padronizados
para todas as fibras: fluxo de injecdo da solugédo polimérica 5 mL/h, distancia
da agulha a placa 15 cm e tensdo 17 V. As fibras preparadas estdo descritas
na Tabela 1.

Tabela 2. Cédigos das nanofibras produzidas de acordo com a presenga do farmaco
DBG e das nanoparticulas de ZnO

Fibra - Codigo DBG ZnOcp ZnOx
FrcL - - -
Fznoc - 64 mg -
Fznon - - 64 mg
Foea 15 mg - -
Fzcp 15 mg 64 mg _
Fzro 15 mg - 64 mg

Figura 9. Representagdo do processo de eletrofiagdo utilizado no preparo de

nanofibras.

PCL, ZnO, DBG , DCM/CH,0H
24h

Fonte. Autora

15¢cm
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4.2.4. Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

As micrografias das nanofibras foram obtidas pelo microscopio eletrénico de
varredura Quanta™ 3D FEG FEI com voltagem de aceleragdo de 20 kV do
Centro de Microscopia da UFMG. Antes de se obter as imagens, todas as
amostras foram revestidas com uma camada de carbono de espessura de 5
nm. As andlises dos didmetros médios das nanofibras obtidas foram
determinadas a partir de 100 medigdes em 3 micrografias diferentes usando o

ImageJ software de analise de imagem.

4.2.5. Microscopia Eletrénica de Transmissao

As micrografias das nanofibras e das nanoparticulas de ZnO foram obtidas pelo
microscopio eletrénico de transmissdo Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI com
voltagem de aceleracao de 120 kV do Centro de Microscopia da UFMG. Para a
analise das fibras contendo nanoparticulas, o processo de eletrofiacao foi feito
sobre um porta amostra single tilt. Para a analise de nanoparticulas de ZnO, foi
preparada uma suspensao do solido em etanol filtrado, que ficou em ultrassom

por cinco minutos antes de ser depositada no porta amostras.

4.2.6. Termogravimetria (TG/DTG) e analise térmica diferencial (DTA)

As curvas TG/DTG e DTA foram obtidas simultaneamente em equipamento de
moédulo termogravimétrico simultdneo TG/DTA Q600, (TA Instruments), sob
atmosfera dindmica de N2 com vazdo aproximada de 100 mL min,
empregando cadinho de alumina e aquecimento de 30 °C a 700 °C a uma
razéo de aquecimento de 10 °C min'. Os dados obtidos foram tratados no

programa OriginPro 7.0, OriginLab Corporation.
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4.2.7. Difratometria de Raios X (DRX)

Os difratogramas de raios-X foram obtidos no equipamento SHIMADZU modelo
XRD-7000 X-ray Diffractometer do Departamento de Quimica da UFMG,
utilizando um monocromador de cobre e radiagdo CuKa = 1,54051, em angulos
de 20 variando de 10 a 70 graus e velocidade de varredura de 26 min-'. Os
dados obtidos foram tratados utilizando o programa OriginPro 7.0, OriginLab

Corporation.

4.2.8. Espectroscopia de Absor¢cdo na Regidao do Infravermelho por
Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR)

Os valores de absorgdo na regido de 4000-650 cm™' foram registrados em
espectrofotdmetro Perkin EImer modelo Frontier do Departamento de Quimica
da UFMG. Os dados foram tratados pelo programa ACD/SpecManager 6.0,
ACDLabs e os espectros foram posteriormente gerados utilizando o programa

OriginPro 7.0, OriginLab Corporation.

4.2.9. Angulo de Contato

A molhabilidade das nanofibras foi avaliada via medida do angulo de contato
utilizando o equipamento Phoenix Mini (SEO) e o software Surfaceware®. Uma
gota de agua deionizada foi colocada sobre a fibra e o angulo de contato da
gota com a superficie foi medido 1 segundo e 1 minuto apds gotejamento. A

medida foi realizada em trés diferentes pontos das nanofibras.

4.2.10. Espalhamento de Luz Eletroforético (ELS)

A técnica de ELS foi utilizada para medir o potencial zeta das nanoparticulas de
ZnO em suspensao. Foram preparadas dispersdes em agua deionizada com
concentragdo de 1,0 mg.mL"'. As medidas foram realizadas no equipamento
Zetasiser ZS Nanoseries, Malvern instruments, usando cubetas de poliestireno
(DTS 0112).
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4.2.11. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas

O método para quantificagdo do DBG foi desenvolvido em um sistema de
cromatografia liquida de ultra desempenho UPLC® Aquity H-Class (Waters),
com deteccéo por espectrometro de massas Xevo TQD (Waters) do tipo triplo
quadrupolo com ionizagao por eletronebulizagdo. Os dados foram adquiridos

pelo programa computacional Mass Lynx verséo 4.1.

A corrida cromatogréfica foi realizada em uma coluna Acquity UHPLC® HSS
C18 (50 x 2,1mm; 1,8 ym) com um filtro de linha de 0,2 ym. A elui¢édo foi
realizada com (A) agua deionizada com 0,1% de acido férmico e (B) metanol
com 0,1% de acido formico no modo gradiente. O gradiente utilizado foi: 0-
0,2min, 60% (A); 0,2 -0,4 min, 60-5% (A); 0,4-0,7 min, 5% (A); 0,71-2,00 min,
60% (A). A vazdo da fase movel foi de 0,400 mL min™' e a temperatura da
coluna foi mantida a 45°C e do amostrador 25°C. O volume de injegéo foi de
1,0 L.

A fonte de ionizagdo empregada foi a de eletronebulizagdo no modo positivo. A
temperatura de dessolvatagdo foi de 450 °C com uma vaz&do de 650 L h'' de
N2. A temperatura de bloco foi mantida em 150 °C, a vazdo de N2 do cone de
40 L.h"" e a voltagem do capilar de 3,3 kV. O modo de aquisi¢gdo dos dados foi
o de monitoramento de reagdes multiplas (MRM). A energia do cone foi de 10
V, sendo a energia de colisdo para formagao do ion quantificador (289,7 m/z)
de 30 V e para o ion qualificador (435 m/z) de 33 V.

4.2.12. Curva de calibragéo

Solugdes de concentragdes fixas variando de 1 a 100 ppm de padrdo de DBG
em metanol foram preparadas através de diluigbes sucessivas de uma solugéo
estoque. A quantificagdo do farmaco em cada solugéo foi feita utilizando o
método desenvolvido no UPLC previamente descrito e os dados foram tratados

para obtengdo da curva analitica com coeficiente linear R de ~0,99.
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4.2.13. Efeito do metanol no sinal analitico

Solugbes de DBG de uma concentragao fixa foram preparadas a partir de
solugbes estoque de DBG em agua e em metanol, contendo diferentes
proporgdes de metanol (0 a 100%). A concentragdo de DBG foi analisada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com método

previamente estabelecido no UPLC.
4.2.14. Determinagéo da concentragdo de DBG nas nanofibras

Amostras de cerca de 1 cm? foram pesadas em triplicata (em torno de 5 mg) e
transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de diclorometano. Apds
dissolugéo imediata das fibras, uma aliquota de 100 plL foi transferida para 900
uL de metanol. A concentragdo de DBG foi analisada por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas com método previamente estabelecido
no UPLC. Os dados obtidos foram tratados, levando a determinagdo da

concentragdo média de DBG em micrograma de DBG por miligrama de fibra.

4.2.15. Cinética de liberacdo de DBG in vitro

Os estudos de cinética de liberagdo in vitro do DBG a partir de fibras
poliméricas a base de PCL foram efetuados em uma incubadora de bancada
Contemp modelo Q120A3, a 37 °C e 100 rpm. Amostras de cerca de 2 cm?
foram pesadas em ftriplicata (em torno de 10 mg) e transferidas para potes de
acrilico contendo 1 mL de solugdo tampéao (PBS pH = 7,2). Aliquotas de 1,0 mL
foram coletadas a cada 15 minutos na primeira hora; a cada hora nas primeiras
7 horas e em seguida a cada 24 horas até o final do experimento. Apos cada
coleta foi realizada a reposicdo do meio com adigdo de 1,0 mL de tamp&o. 500
uL de cada aliquota foram transferidos para vials contendo 500 uL de metanol.
O DBG foi quantificado em cada aliquota por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas com método previamente estabelecido no UPLC.

A fim de analisar o efeito do metanol na liberagdo, o mesmo procedimento foi
realizado, substituindo a solugdo tampao por uma solugcdo 1:1 de PBS e

metanol.
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4.2.16. Teste de Citotoxicidade

Células de fibroblastos murinos L929 foram compradas da American Type
Culture Collection, ATCC, CRL-2592™ USA. As células foram cultivadas em
meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% FBS, 2
mM de I-glutamina, 25 mM de HEPES e 1% de antibiéticos (0,1 mg mL™" de
estreptomicina e 100 U mL-" de penicilina). A cultura foi mantida a 37°C e 5%
de CO2 em atmosfera umida. Apods alcancar confluéncia, as células foram
transferidas para uma placa de 96 pogos em uma concentragdo de cerca de
1x105 células/pogo. Apds 24 horas, as fibras, uma solugdo do farmaco e
suspensdes das nanoparticulas foram adicionadas aos respectivos pogos e

mantidas em contato com as células por 24 e 48 horas.

A citotoxicidade dos materiais foi avaliada nas células L929 utilizando o ensaio
de MTT &' com tempo de incubagdo de 24 e 48 horas. Resumidamente, os
materiais foram removidos das placas e cada pogo foi lavado com PBS apds o
tempo de incubagdo. Em seguida, 10 pL de solugdo de MTT 5 mg.mL-"! foram
adicionados a cada poc¢o e, 4 horas depois, foi adicionado SDS (10% em HCL
0,01M) para solubilizagéo dos sais de formazan. Finalmente, a absorbancia de
cada poco em 570 nm foi medida em um espectrofotdmetro Thermo Scientific
Multiskan Spectrum MCC/340. Os dados foram obtidos em média e desvio

padrdo de seis replicatas.

4.2.17. Testes de Hemocompatibilidade
Os testes de hemocompatibilidade foram realizados com sangue de coelhos da

raca Nova Zelandia, cordialmente doado pela Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais.
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Teste de Hemolise

O teste de hemodlise foi realizado segundo metodologia descrita previamente
por Zhang et al. 52, Hemacias foram obtidas centrifugando o sangue (2000 rpm
por 10 min) e lavando o precipitado 5 vezes com PBS. As hemacias foram
diluidas em PBS (0,1% v/v) e posteriormente 200 pL dessa solugéo e 1,8 mL
de PBS foram adicionados aos pogos a uma placa de 24 pocos. Em cada
respectivo pogo havia um fragmento de fibra de cerca de 1 cm?, para controle
positivo foram adicionados 200 uL da solugdo de hemacias em 1,8 mL de agua
deionizada e 1,8 mL de PBS como controle negativo. A placa foi mantida a
37°C por 1 hora. Apés o devido tempo, as suspensdes de cada pogo foram
transferidas para tubos de 2,0 mL e centrifugadas (6000 rpm por 3 min). A
absorbancia em 540 nm do sobrenadante (hemoglobina) foi registrada em um
espectrofotdbmetro Thermo Scientific Multiskan Spectrum MCC/340. O

percentual de hemolise foi calculado pela seguinte equacgéo:

AA_ A_
HP (%) = —*— = x 100
+ T A_

A
Sendo Aa a absorbancia da amostra, A-a absorbancia do controle negativo e
A+ a absorbancia do controle positivo. Os dados foram obtidos em média e

desvio padrao de triplicatas.
Teste de |Anticoagulagéo

O teste de anticoagulagcdo foi realizado segundo metodologia descrita
previamente por Zhang et al. 62 ligeiramente modificada. Inicialmente, se¢des
de fibras de cerca de 1 cm?foram colocadas em triplicata em pogos de placas
de 6 pogos. Em seguida, 20 uL de sangue fresco foram gotejados em cada
fibra e diretamente no poco para controle. Posteriormente, 10 uL de solucédo de
CaCl2 (0,2 mol L") foram adicionados a cada gota de sangue. As placas foram
mantidas a 37°C por 30 e 60 min respectivamente. Apds cada tempo, 5 mL de
agua deionizada foram adicionados a cada pogo e a placa foi incubada por
mais 5 min a 37°C. Finalmente, a concentracdo de hemoglobina em cada pogo
foi medida por registro da absorbancia em 540 nm, utlizando um

espectrofotdmetro Thermo Scientific Multiskan Spectrum MCC/340.
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5. Resultados e Discussao
5.1. Extracdo do DBG

O processo de extragdo do principio ativo da formulagdo Pradaxa levou a um
sblido amarelo. A quantificagdo via cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas mostrou que o produto obtido apresenta (91,54 *
1,36) % de pureza. Assim, o principio ativo extraido foi utilizado no preparo dos

materiais desenvolvidos neste trabalho.

5.2. Sintese das nanoparticulas de ZnO

As nanoparticulas de ZnO sintetizadas pelos métodos de coprecipitacdo e
hidrotérmico foram caracterizadas por métodos fisico-quimicos para
determinagcdo e comparacdo de suas propriedades. A Tabela 3 mostra uma

compilagéo dessas propriedades.

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de ZnO

Método Fase Ts%/°C  Am/% Tamanho/ nm Morfologia P.Z./ mV
Coprecipitagao Wurzita 207,56 4,91 33,5+ 10,6 Bastonete -495+1,5
Hidrotérmico Wurzita 353,06 16,59 48,1+ 16,3 Poliedro -343+x14

Nota. Ts% - Valores de temperatura inicial de decomposi¢éo; Am - Perda de massa sob aquecimento em

atmosfera de N2; P.Z. — Potencial Zeta

Os difratogramas de raios X das nanoparticulas, Figura 10, sdo bastante
similares e apresentam picos de difracdo em 31.6°, 34.3°, 36.1°, 47.4°, 56.5°,
62.7°, 66.2°, 67.8° e 68.9°, que indicam a formagdo de ZnO puro na forma
wurzita (JCPDS 36- 1451), a mais estavel em condigbes ambientes. Nessa
forma, o ZnO possui célula unitaria hexagonal e um arranjo espacial
tetraédrico.®® Os picos de difragdo intensos e bem definidos indicam a
formagéo de materiais cristalinos e o alargamento dos picos indica a presenga

de cristais nanoestruturados. %
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Figura 10. Difratogramas de raios X das nanoparticulas de ZnO obtidas pelos
métodos de coprecipitagdo (ZnOcp) € hidrotérmico (ZnOwy).
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Os espectros de absorgao na regido do infravermelho das nanoparticulas estéao
apresentados na Figura 11. As bandas fracas e largas na regido de 3400 cm™,
presente em ambos os espectros, pode ser associada ao estiramento da
ligagdo O-H de grupos hidroxila e moléculas de agua presentes na superficie
dos cristais.®® As bandas em torno de 1560 cm™' podem ser atribuidas ao CO2
atmosférico adsorvido as nanoparticulas. As bandas na regido de 1370 cm™
podem estar associadas ao estiramento simétrico de grupos carboxila
presentes na estrutura cristalina.®® A presenga de 6xido de zinco é confirmada
a partir das bandas em 893 cm™" (ZnOcr) e 859 cm™' (ZnOw), caracteristicas do
estiramento da ligagdo Zn-0.%7 O fato de o espectro de absorgdo das particulas
ZnOx apresentar bandas mais estreitas e definidas indica que o método
hidrotérmico leva a um soélido mais cristalino que o método de coprecipitagéo.

Tabela 4. Atribuicdes de grupos funcionais correspondentes aos numeros de onda dos
espectros de absorgao das nanoparticulas de ZnO.

ZnOcp ZnOy
Numero de onda/cm™  Grupo funcional  Numero de onda/cm™  Grupo funcional

3386 O-H 3431 O-H

1574 Cc=0 1554 Cc=0

1392 C=0 1367 Cc=0

893 Zn-0O 1233 Cc=0

921 Zn-O

859 Zn-O

659 Zn-O
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Figura 11. Espectros de absorgdo na regidao do infravermelho das nanoparticulas de
ZnO obtidas pelos métodos de coprecipitagdo (ZnOcp) e hidrotérmico (ZnOw).
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A andlise térmica dos materiais, Figura 12, mostrou que as nanoparticulas
ZnOcp sado termicamente estaveis entre 30°C e 700°C, apresentando perda de
massa de aproximadamente 5% entre 200°C e 400°C referente a perda de
agua adsorvida na superficie das nanoparticulas. © Ja a curva
termogravimétrica das nanoparticulas ZnOn mostrou dois eventos térmicos na
mesma faixa de temperatura e uma perda de massa total de quase 17%. O
primeiro evento (64-132°C) pode ser relacionado a perda de agua e o segundo
evento (300-450°C) a decomposigdo de Zn(OH). residual.®®

Figura 12. Curvas TG das nanoparticulas de ZnO obtidas pelos métodos de
coprecipitagdo (ZnOCP) e hidrotérmico (ZnOH) em atmosfera de N2, com razdo de

aquecimento 10°C min™' de 30°C a 700°C. Perda de massa na faixa de 0 a 100% (a) e
na faixa de 80 a 100% (b).
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A fim de confirmar a estabilidade térmica das nanoparticulas, as mesmas foram
submetidas a aquecimento em um forno de calcinagdo, simulando as
condi¢cdes da analise térmica. Os nanomateriais foram entdo caracterizados
novamente pela técnica de difragdo de raios X, os difratogramas estédo
representados na Figura 13. E possivel observar que mesmo apds
aquecimento até 700°C as nanoparticulas ndo perdem suas estruturas
cristalinas caracteristicas. Isso corrobora que as perdas de massa detectadas
na curva TG sao referentes aos residuos presentes nas amostras e nao a
decomposigdo das nanoparticulas. 7°

Figura 13. Difratogramas de raios X das nanoparticulas de ZnO obtidas pelos

métodos de coprecipitagdo (ZnOcp) e hidrotérmico (ZnOn) apds aquecimento até
700°C em atmosfera de N2, com razéo de 10°C/min.
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As micrografias obtidas por MET mostraram que os dois métodos levam a
particulas de tamanho médio entre 30-40 nm, ndo superando 90 nm. Além
disso, a partir das micrografias foi possivel identificar que a principal diferenca
entre as nanoparticulas de ZnO obtidas € a morfologia. As nanoparticulas
ZnOcp apresentam morfologia de bastonete, enquanto as ZnOn aproximam-se
de poliedros. Nanoparticulas de ZnO sdo um dos materiais com maior
variedade morfolégica conhecidos, sendo a diferenga na morfologia resultante
das diferentes condi¢des de sintese, como temperatura, presséo e reagentes
precursores.”’ Os valores de potencial zeta para ZnOcp (- 49,5 £ 1,5 mV) e
para ZnOu (- 34,3 + 1,4 mV) podem ser usados para entender e prever a
formagdo de aglomerados. Valores menores que -30 mV indicam que as

particulas vao se unir por interagdes de van der Waals fracas (aglomerados) e
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n3o ligagdes quimicas fortes (agregados).” O valor negativo esta associado a
presenga de cargas negativas na superficie das nanoparticulas, como
hidroxilas e carboxilas.

Figura 14. Micrografias obtidas por MET nas nanoparticulas ZnOy (a,b) e ZnOcp (d,e)
e suas respectivas distribuicdes de tamanho (c,d).
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5.3.  Nanofibras
5.3.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia e o tamanho das nanofibras preparadas foram analisados por
MEV. Na Figura 15, é possivel observar que todas as fibras sdo uniaxiais, com
auséncia de beads (gotas ou aglomerados de polimero) e distribuidas de forma
aleatdria. A similaridade morfolégica das fibras é esperada ja que todas foram
preparadas com os mesmos parametros de eletrofiagdo. Dessa maneira, a
diferenca nos didametros das nanofibras, mostrada na Figura 16, provavelmente
resulta da presenga das nanoparticulas de ZnO e do farmaco.” As fibras de
PCL puro apresentam didmetro médio de cerca de 350 nm, enquanto as fibras
contendo ZnO e DBG apresentam diametros médios entre 225 e 275 nm. A

reducdo no didmetro pode ser explicada por um aumento na condutividade da

47



solugéo polimérica devido a presenca de particulas carregadas. O aumento de
forcas repulsivas reduz a tensdo superficial da solugdo, levando a um
estreitamento do jato e, consequentemente, a fibras de menor diametro. * O
mesmo efeito ja foi previamente reportado no preparo de fibras de PCL com
outras nanoparticulas metalicas. 7% 76 A importancia do diametro das nanofibras
esta associada a sua area superficial. Um menor didmetro equivale a uma
maior area superficial, o que facilita a aderéncia celular e propicia o uso desses
materiais em aplicagdes biomédicas. 77

Figura 15. Micrografias obtidas por MEV das nanofibras de PCL (FpcL), PCL com
nanoparticulas ZnOy (Fzno+), PCL com nanoparticulas ZnOcp (Fzno.c), PCL com DBG

(Fosg), PCL com nanoparticulas ZnOx e DBG (Fzip) e PCL com nanoparticulas ZnOcp
e DBG (Fzcp).
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Figura 16. Valores de didmetros dasnanofibras de PCL (Fpc.), PCL com
nanoparticulas ZnOy (Fzno+), PCL com nanoparticulas ZnOcp (Fzno-c), PCL com DBG
(Fosg), PCL com nanoparticulas ZnOx e DBG (Fzip) e PCL com nanoparticulas ZnOcp
e DBG (FZCD )
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5.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As micrografias obtidas por MET confirmam a presenga das nanoparticulas de
ZnO dentro das nanofibras. Na Figura 17, é possivel identificar que as
nanoparticulas ZnOn e ZnOcp encontram-se aglomeradas dentro das fibras
poliméricas. As micrografias mostram que as nanoparticulas foram
devidamente encapsuladas e ndo estdo presentes na superficie das
nanofibras. Dessa forma, as nanoparticulas podem ser lentamente liberadas no
organismo, possibilitando o uso dessas fibras como sistemas de liberagéo de

nanoparticulas de ZnO."8

Figura 17. Micrografias obtidas por MET das nanofibras Fzno-+ € Fzno-c.
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5.3.3. Analise Térmica

As curvas termogravimétricas das nanofibras, Figura 18, mostram um evento
unico de perda de massa na faixa de aproximadamente 300 °C - 450 °C. Este
evento corresponde a degradacgéo via pirdlise do PCL, com a decomposicéo do

poliéster em compostos volateis. 7% 80

Os dados de degradagéao térmica das amostras estdo resumidos na Tabela 5.
A temperatura onset (Tonset) foi usada como pardmetro para comparar a
estabilidade térmica dos materiais. A decomposic¢édo térmica da DBG comeca

em torno de 60 °C, como relatado na literatura. 8!

As nanofibras de PCL sdo mais termicamente estaveis do que sua forma em
p6, como observado. E possivel inferir que isto € uma consequéncia de
interagcbes intermoleculares intensificadas entre as cadeias poliméricas na
forma de fibra. A presenga de nanoparticulas de ZnO, no entanto, diminuiu a
estabilidade térmica das nanofibras de PCL, indicando que as nanoparticulas
aceleraram o processo de degradagao do PCL. De acordo com alguns estudos,
os agregados de nanoparticulas dificultam o processo de nucleagéo, o que leva
a formacao de cristais de PCL lamelares mais finos, que sdo mais facilmente

degradados. 56

A fibra termicamente mais estavel foi a que continha apenas o farmaco,
provavelmente devido a interagbes intermoleculares entre as cadeias
poliméricas e o DBG. 8 Esse resultado € importante, pois a interagdo polimero-
farmaco tem grande influéncia na liberagdo do medicamento no organismo. No
caso do PCL e do DBG, as interagdes hidrofobicas podem evitar o fenébmeno
de liberacédo imediata (burst effect), em que o farmaco é totalmente ou quase
totalmente liberado nas primeiras oito horas de degradagdo da matriz de

encapsulamento. 83

A Figura 19 mostra as curvas DTA das nanofibras, nas quais é possivel
observar que ndo ha variagdo significativa na temperatura de fusdo do
polimero. Esse resultado indica que ndo a presenga do farmaco e das

nanoparticulas néo altera significativamente a estrutura do PCL.
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Tabela 5. Resultados da Analise Térmica dos materiais

Amostras Tonset | °C Tmax | °C Til °C Perda de

massa/ %
DBG 64,36 275,33 556,44 96,50
PCL 366,95 407,82 443,56 97,43

Fibras

FrcL 377,14 412,93 451,93 97,05
Fzno+ 313,76 350,98 355,23 87,47
Fzno-c 334,94 319,60 338,30 97,84
Fose 382,45 406,22 455,29 93,86
Fzrp 351,70 399,35 407,82 95,43
Fzco 345,47 360,35 363,39 96,04

Nota: Valores de temperatura onset (Tonset), pico maximo de decomposicdo (Tmax), final de
decomposicao (Tr) e Perda de massa das amostra sob aquecimento em atmosfera de N2

Figura 18. Curvas TG das nanofibras em atmosfera de N2, com raz&o de aquecimento
10°C/min de 30°C a 700°C.
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Figura 19. Curvas DTA das nanofibras em atmosfera de N, com razdo de
aquecimento 10°C/min de 30°C a 700°C.
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5.3.4. Difratometria de raios X (DRX)

Na Figura 20 estdo apresentados os difratogramas DRX das nanofibras Fpcl,
Fzno-H, Fzno-c, FoBa, Fzip € Fzcp. A andlise por DRX de todas as nanofibras
evidenciou dois picos de difragédo intensos em 21,3° e 23,7°, correspondentes a
estrutura cristalina ortorrombica do PCL.8* Os picos de difragéo referentes as
nanoparticulas de ZnO podem ser identificados nos difratogramas com baixa
intensidade nas fibras que contém as nanoparticulas, indicando o
encapsulamento das mesmas. Somente os picos de maior intensidade do ZnO
sdo discretamente notaveis, devido ao baixo teor de nanoparticulas nas fibras
(8% m/m). 8

Figura 20. Difratogramas de raios X das nanofibras de PCL (Fpc), PCL com
nanoparticulas ZnOx (Fzno+), PCL com nanoparticulas ZnOcp (Fznoc), PCL com DBG

(Fpeg), PCL com nanoparticulas ZnOy e DBG (Fz1p) € PCL com nanoparticulas ZnOcp
e DBG (FZCD )
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5.3.5. Espectroscopia de Absor¢gdo na Regido do Infravermelho por
Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR)

Nas Figuras 21 e 22 estdo apresentados os espectros de absorgao na regido
do infravermelho por reflectancia total atenuada do DBG e das nanofibras

produzidas, respectivamente. Analisando, o espectro de absorgao do DBG esta
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de acordo com a literatura. As principais bandas de absor¢ao correspondem ao
estiramento de ligagdes N-H (3422 cm™), estiramento de ligagbes C-H em
aromaticos (2958 cm'), estiramento de ligagdes C=0 (1729 cm™"), estiramento
de ligagbes C=N (1608 cm™") e estiramento de ligagdes C=C em aromaticos
(1580 cm™).8: 87 O espectro de absorgdo de todas as fibras equivale ao
espectro de absorgdo do PCL. As bandas em 2945 cm™ e 2867 cm™ séo
atribuidas ao estiramento da ligacdo C-H do hidrocarboneto do PCL. A banda
intensa e estreita em 1722 cm™' esta associada ao estiramento das ligagdes
C=0 dos grupos carbonila do polimero. A banda em 1294 cm-! refere-se ao
estiramento de ligagdbes C=0 e C=C caracteristicas da fase cristalina. 1239
cm” e 1165 cm™ sdo o estiramento ssimétrico e assimétrico de C-O-C,

respectivamente. 88 89

E esperado que os espectros de todas as fibras apresentem somente as
bandas referentes ao polimero, pois tanto o farmaco quanto as nanoparticulas
estdo encapsulados e ndo presentes na superficie. Além disso, a proporgcéo

farmaco-particula/ PCL ¢ baixa.

Figura 21. Espectro de absorgéo do infravermelho do DBG na regido de 4000 a 500
cm™,
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Figura 22. Espectros de absorcéo na regido do infravermelho das nanofibras de PCL
(FPCL), com ZnOy (FZnO-H), ZnOcp (ano.c), DBG (FDBG), nanoparticulas ZnOy e DBG
(Fznp) e nanoparticulas ZnOcp € DBG (Fzcp) na regido de (a) 4000-500 cm-1 e (b)
1800-500 cm-1.
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5.3.6. Angulo de contato

A medida do angulo de contato de uma gota de agua com a superficie das
nanofibras indica a molhabilidade do material, permitindo analisar a hidrofilia
relativa da superficie das nanofibras. Uma gota de agua em superficies
hidrofilicas tende a se espalhar e em superficies hidrofébicas, tende a manter
sua forma esférica. Dessa maneira, quanto maior o angulo de contato, mais

hidrofébica é a superficie.

Na Figura 23, estao representados os valores dos angulos de contato de gotas
de agua com a superficie das nanofibras ap6és 1 segundo e 1 minuto de

contato. A fibra de PCL apresenta angulo de contato em torno de 77° que nédo
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varia significativamente com o tempo de 1 minuto. Observa-se que a presenca
das nanoparticulas de ZnO aumenta o angulo de contato, e por outro lado a
presenga do farmaco diminui. Esse efeito, previamente observado na literatura,
ocorre devido a hidrofobicidade das nanoparticulas de ZnO. %:92 A presenga do
farmaco nas nanofibras, por sua vez, provoca um efeito oposto ao das
nanoparticulas de ZnO. Quando uma gota de agua entra em contato com as
fibras contendo o DBG, ela é rapidamente absorvida, este efeito esta
representado na Figura 24. O aumento da hidrofilia das fibras esta relacionado
a interacdo do DBG com a agua, que é relativamente mais intensa do que a
interagdo do PCL e das nanoparticulas de ZnO. Este resultado & importante,
pois mostra que as fibras que encapsulam o farmaco ndo sdo muito
hidrofébicas. Consequentemente, é provavel que esses materiais apresentem
uma adesdo celular eficiente, melhorando sua biocompatibilidade e
possibilitando o uso dessas fibras como implantes e sistemas de liberagéo. %

Figura 23. Valores dos angulos de contato de uma gota de agua com a superficie das
nanofibras 1 segundo e 1 minuto apds gotejamento.
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Figura 24. llustragdo da absorgdo de uma gota de agua com a superficie das
nanofibras que contém o farmaco DBG.
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A caracterizagdo fisico-quimica mostrou que nao existem diferencas
significativas entre as nanofibras com as nanoparticulas de ZnO obtidas pelos
métodos de coprecipitacdo e hidrotérmica. Dessa maneira, os préximos
experimentos foram realizados somente com as nanofibras/nanoparticulas
ZnOw, pois o0 método hidrotérmico seria o mais indicado para uma produgéo em

larga escala.

5.4. Método de quantificacdo do etexilato de dabigatrana

O método para quantificagdo do DBG foi desenvolvido com a técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, seguindo

trabalhos descritos na literatura. 94 95

Os fragmentos analisados estdo representados na Figura 25. O pico mais
intenso, referente ao fragmento m/z = 289, foi utilizado para a quantificagao do
farmaco, enquanto o pico de menor intensidade, m/z = 435, foi utilizado para

confirmag&o do composto de origem (ion qualificador). 8: %6

Figura 25. Representagéo do ion pai do DBG e dos fragmentos quantificador (m/z
289) e qualificador (m/z 435).
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O método foi utilizado para gerar uma curva de calibragédo, Figura 26, a partir
de solugdes de concentragbes conhecidas de um padrdo de DBG em metanol.
A equagédo da reta foi utilizada para calcular a concentragdo do farmaco nos
testes seguintes.

Figura 26. Curva de calibragdo para quantificagdo do DBG com o método
desenvolvido no UPLC.
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5.5. Determinacao da concentracéo de etexilato de dabigatrana nas fibras

As fibras Fosc e Fzrp foram dissolvidas em diclorometano e a quantidade de
farmaco encapsulado foi calculada. O valor é representado em relagdo a
massa de DBG adicionada a solugao polimérica. Os resultados mostram que
tanto a fibra contendo somente o farmaco quanto a fibra que apresenta as
nanoparticulas de ZnO, possuem uma boa eficacia de encapsulamento, Fpsc =
(87,9+5,4) % e Fzrp= (84,9 * 5,9) %. Esses valores proximos sédo esperados,
ja que os diametros internos das fibras sdo similares. O valor elevado de
carregamento do farmaco (drug loading) das nanofibras esta associado a sua
elevada razdo area superficial/volume, indicando novamente seu uso em

aplicagbes biomédicas. 7
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5.6. Cinética de liberagéo do etexilato de dabigatrana in vitro

O estudo da taxa de liberagdo do farmaco dos nanomateriais preparados é
importante para avaliar suas possiveis aplicagdes. A liberagdo do farmaco da
sua matriz pode ser classificada em liberagdo imediata e liberagdo modificada.
Na primeira, a liberagdo ocorre imediatamente apds a administragdo do
medicamento. Ja a segunda se divide em duas classes: liberagéo retardada e
liberagdo sustentada. Na liberagdo retardada, o farmaco é liberado certo
periodo apds a administragdo e na liberagdo sustentada, a liberagdo é
prolongada, geralmente em doses menores. Além disso, a liberagdo modificada
também pode envolver a liberagdo direcionada, na qual o farmaco é
administrado diretamente no local de acdo ou o sistema apresenta

propriedades fisico-quimicas que direcionam o agente ativo para seu alvo. %

Usualmente, utiliza-se uma solugao tampao de PBS para se estudar a cinética
de liberagdo. Os resultados desse estudo feito para as nanofibras contendo o
DBG com e sem as nanoparticulas de ZnO estéo representados na Figura 27.
A curva de calibracéo indica que menos de 15% do farmaco é liberado em
cerca de 160 horas de experimento. Observam-se também duas regides
cinéticas de liberagdo, a primeira nas 8 horas iniciais com uma taxa de
liberagdo mais rapida e a segunda, nas horas seguintes, com uma velocidade

mais baixa de liberagéo.

O experimento foi interrompido apés 168 horas (7 dias), pois a concentragéo do
farmaco liberado ja se encontrava no limite de detecgdo do método. As fibras
foram entdo dissolvidas em diclorometano e o DBG residual foi quantificado.
Foi determinado que a fibra Fosc ainda continha (81,0 £ 7,9) % do farmaco e a
fibra Fzrp (71,0 £ 7,9) %. Esses valores elevados sao indicio de que a liberagéo
do DBG em um meio puramente aquoso ndo é favorecida, o que pode ser

explicado pela baixa solubilidade do farmaco em agua.
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Figura 27. Perfil de liberagdo do DBG presente nas nanofibras em PBS em escala de
(a) 100% e (b) 15%.

100 “
]
& w e ZHD
F ~ E—
@ [T
@ > 10 —"
] =]
E 80 % 8
) E
E 3
a 10 x i
k o
o @
9 8- 4+
5 g
20
2
s _d_l_-lF““ 3
— N e B F
f 086 0 T T T T T T T T
L A 0 20 40 60 80 100 120 140 160
0 2 40 60 80 100 120 140 160
Tempo / horas Tempo / horas b
a

A fim de estudar melhor o quanto a questdo da solubilidade influencia na
liberagdo, o sinal analitico referente ao DBG na presenga de misturas com
diferentes propor¢cdes de metanol e PBS foi avaliado. Todas as solugdes
utilizadas para gerar o grafico da Figura 28 apresentam a mesma concentragao
de DBG, no entanto, é possivel observar variagdes significativas na exatidao da
medida. Quando o farmaco € inicialmente dissolvido em metanol e
posteriormente misturado com PBS, a medida & bastante exata. Entretanto,
quando o farmaco ¢ inicialmente dissolvido em PBS, é evidente que o valor de
concentracdo medido é bem diferente do valor real. Quanto maior a presenca
de metanol na mistura, mais exata fica a medida, sendo que o mais préoximo
que se alcanga € cerca de 60% do valor real. Esses resultados mostram que a
quantificacdo do DBG pelo método utilizado esta diretamente a sua
solubilizagéo.

Figura 28. Efeito do metanol na exatiddo da quantificagdo de DBG partindo de uma
solugéo 100% metanol e outra 100% agua.
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No caso da liberagao, o farmaco se encontra em uma matriz hidrofébica imersa
em um meio aquoso. Dessa forma, dois fatores influenciam no baixo teor de
liberagdo. O primeiro é a solubilidade, como demonstrado. O DBG que sai da
fibora ndo se dissolve completamente no PBS e mesmo com a adicdo de
metanol a essa solugdo, a medida ndo é 100% exata. O segundo, que também
explica o elevado residuo de farmaco nas fibras, sdo as interagdes hidrofébicas
entre o DBG e o polimero. As interagbes DBG -PCL sao mais favoraveis que
as interagcbes DBG - agua, dessa forma existe uma tendéncia de o farmaco

permanecer na fibra e em sua superficie, ja que nio € dissolvido pelo meio.

Assim, com o intuito de mostrar esse efeito do metanol na liberagéo, o
experimento foi repetido imergindo as fibras em uma solugdo de PBS e metanol
1:1. Os resultados apresentados na Figura 29, mostram que na primeira hora ja
se atinge um limite de liberacao, cerca de 65% para Foec € 35% para Fz+p. Isso
indica que o farmaco é liberado mais rapidamente em um meio em que é
soluvel como discutido anteriormente. Esses resultados estdo de acordo com o
trabalho de Zhang et al., no qual o efeito de diferentes propor¢des de etanol no
meio de liberagdo foi avaliado.®' No caso da fibra que contém as
nanoparticulas de ZnO, percebeu-se, no entanto, que a quantidade de farmaco
liberado néo foi tdo alta. Esse efeito pode ser resultado de uma interagéo entre
o farmaco e as nanoparticulas, que costumam apresentar propriedades
adsorventes devido as suas elevadas areas superficiais.

Figura 29. Perfil de liberagdo do DBG presente nas nanofibras em solugéo
PBS/metanol 1:1 em escala de (a) 100% e (b) 15%.
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Estes experimentos, além de envolverem um estudo cinético, também
permitem uma avaliagdo de como a liberagdo do farmaco aconteceria no meio
fisioldgico. No corpo humano, as nanofibras se encontrariam em um ambiente
majoritariamente aquoso, no qual a biodegradagéo do polimero aconteceria
gradualmente. No caso do PCL, esse processo poderia levar até dois anos, o
que possibilitaria a liberagédo sustentada do DBG. % Além disso, os dados do
estudo da cinética de liberagédo associados a modelos matematicos podem ser
usados para prever o mecanismo de liberacdo do farmaco. No caso de
nanofibras de PCL, a liberagdo pode acontecer, majoritariamente, por dois
mecanismos: (i) difusdo através da matriz polimérica para o tecido e (ii) erosdo

e biodegradagdo das camadas superficiais da fibra. 100

O modelo matematico que melhor descreve a liberagdo de farmacos de
nanofibras de PCL, segundo a literatura, € o modelo de Higuchi. 10" 102 Esse
modelo é baseado no principio de Fickian, no qual a liberagdo acontece via
difusdo do farmaco a partir da entrada de liquido na matriz sélida ou semi-
solida. 1% Dessa forma, os dados da cinética de liberagdo das fibras foram
tratados segundo a equacgdo de Higuchi (equagédo 1), onde Qt é a quantidade

de farmaco liberada no tempo t e Kn é a constante de liberagéo de Higuchi.
¢ = Kyt/?

As Figuras 30 e 31 mostram as curvas de liberagcdo ajustadas ao modelo de
Higuchi para as fibras Fosc e Fz+p, respectivamente. E evidente a presenga de
dois estagios de liberagdo para a fibra contendo somente o DBG, sendo o
primeiro com uma inclinagdo mais acentuada e, portanto, uma difusdo mais
rapida do farmaco. Ja a fibra que contém também as nanoparticulas apresenta
trés regides distinguiveis de liberagdo. A primeira e a segunda s&o proximas
em termos de inclinagdo e demonstram uma liberagdo bem mais rapida que a
terceira. Apesar de similares, os valores das inclinagdes dos dois tipos de fibra
indicam que a presenga das nanoparticulas de ZnO aceleram levemente a
difusdo do DBG da matriz.
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Figura 30. Cinética de liberagdo do DBG a partir das nanofibras Fpsc pelo modelo de
Higuchi (a) com os ajustes para a primeira (a) e a segunda (b) regides cinéticas de
liberagéo.
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5.7. Teste de citotoxicidade

O ensaio de MTT esta associado ao metabolismo celular, sendo utilizado para
avaliar a viabilidade celular, a proliferagdo de células e a citotoxicidade de
farmacos e outros materiais. '® De acordo com a viabilidade celular, os
materiais podem ser classificados como nédo citotoxicos (> 90%), levemente
citotoxicos (60-90%), moderadamente citotoxicos (30-59%) e altamente
citotdxicos (<30%). 9% Na Figura 32, encontram-se os resultados de viabilidade
celular para as nanofibras, as nanoparticulas de ZnO e o farmaco puro.
Observa-se que as fibras FrcL e Fpse podem ser consideradas néo citotdxicas.
O DBG puro apresenta-se levemente citotéxico, o que pode estar associado ao
uso de [metanol] no preparo da solugdo usada no experimento. As
nanoparticulas de ZnO e as fibras que as contém mostraram-se levemente e
moderadamente citotdxicas, respectivamente. A citotoxicidade associada as
nanoparticulas de ZnO estd diretamente ligada a concentragdo das
nanoparticulas. A concentragéo estimada de ZnO no disco de fibra utilizado é
de cerca de 50 pg/disco, que € a mesma concentracdo da suspensdo de
nanoparticulas utilizada. Segundo a literatura, essa concentragao deveria ser
no maximo 10 pg/disco para apresentar um resultado néo citotdxico. ' Estima-
se que a citotoxicidade das nanofibras contendo as nanoparticulas é superior,
devido a presencga de aglomerados de ZnO.

Figura 32. Ensaio de MTT com células L929 das nanofibras, do DBG e das
nanoparticulas de ZnO.
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Comentado [RS3]: Flavia esse teste de citotoxicidade com
metanol ndo faz sentido. Quando se tem substancias hidrofdbicas o
teste seria feito com DMSO, essa seria a boa pratica;

Porém a essa altura ndo nada a fazer, mas ndo faz muito sentido
esse resultado. Deve estar preparada para as criticas da banca
examinadora.




5.8. Teste de hemdlise

O teste de hemdlise permite avaliar a biocompatibilidade dos materiais com as
células sanguineas. Esta analise é importante, pois os nanomateriais
produzidos entrariam em contato com o sangue no meio fisioldgico. 07
Segundo o método utilizado, uma taxa de hemdlise inferior a 5% indica que o
material é ndo toxico para o sangue. Na Figura 33, observa-se que todas as
nanofibras analisadas podem ser consideradas biocompativeis com as células
sanguineas. Este resultado torna bastante promissor o uso desses

nanomateriais em aplicagdes biomédicas.

Figura 33. Valores de taxa de hemodlise para as nanofibras.
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5.9. Teste de anticoagulacéo

O teste de anticoagulacdo também ¢é importante para avaliar a
hemocompatibilidade dos nanomateriais. E de extrema importancia que,
quando um farmaco e/ou dispositivo entra em contato com o sangue, ndo se
desencadeie um processo de coagulagdo. %2 No caso das nanofibras
produzidas, esse teste é ainda mais relevante, ja que estas encapsulam um

farmaco anticoagulante DBG.

O gréfico da Figura 34 deve ser interpretado da seguinte forma: quanto maior a
absorbancia, em relagdo ao grupo controle, menos evidente € a formagéo de
coagulo e, portanto, melhor é a atividade anticoagulante do material. Dessa
maneira, tem-se que as fibras que ndo contém o DBG apresentam maior

coagulagdo e que as fibras que contém o farmaco apresentam efeito
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coagulante. Esses resultados, novamente, indicam o potencial uso desses

materiais em aplicagbes biomédicas.

Figura 34. Resultados do teste de anticoagulagéo para as nanofibras.
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6. Conclusao
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Os métodos de coprecipitacdo e hidrotérmico foram eficazes na produgao de
nanoparticulas de ZnO, com tamanhos médios inferiores a 50 nm. Sendo o
método hidrotérmico o que gerou nanoparticulas com morfologia mais

uniforme.

O processo de eletrofiagéo foi satisfatério na produgéo de fibras uniaxiais, com
diametros médios variando de 225 a 350 nm. A presenga das nanoparticulas
de ZnO e do farmaco DBG levou a uma ligeira reducdo do didametro das

nanofibras de PCL.

O trabalho provou o encapsulamento eficiente do farmaco nas nanofibras (drug
loading > 80%), sendo a liberagéo via difusdo do DBG em meio aquoso lenta e
similar tanto para a fibra contendo somente o farmaco quanto para a fibra com

nanoparticulas de ZnO.

O estudo de citotoxicidade mostrou que a fibora com DBG foi ndo citotoxica e
que a presenga das nanoparticulas de ZnO causou uma citotoxicidade
moderada. E os estudos de hemocompatibilidade mostraram que todas as
fibras ndo provocam hemdlise e que as fibras contendo o DBG apresentam um

efeito anticoagulante.

Esse trabalho, portanto, mostrou que nanofibras de PCL podem ser sistemas

eficientes para o encapsulamento e liberagéo do anticoagulante DBG.
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