
 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS EXATAS 

DEPARTAMENTO DE QUÍMICA 

 

DESENVOLVIMENTO DE NANOFIBRAS DE POLICAPROLACTONA 

INCORPORADAS COM NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE ZINCO PARA 

ENCAPSULAMENTO DO ETEXILATO DE DABIGATRANA 

Belo Horizonte 

2019 

Flávia Gontijo da Silva 



 

ii 
 

UFMG/ICEx/DQ 1.361º 
D.740ª 

 

 

Flávia Gontijo da Silva 

DESENVOLVIMENTO DE NANOFIBRAS DE POLICAPROLACTONA 

INCORPORADAS COM NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE ZINCO PARA 

ENCAPSULAMENTO DO ETEXILATO DE DABIGATRANA 

 

Dissertação apresentada ao Departamento de 
Química do Instituto de Ciências Exatas da 
Universidade Federal de Minas Gerais como 
requisito parcial para a obtenção do grau de 
Mestre em Química – Química Inorgânica. 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2019 

 



 

iii 
 

  



 

iv 
 

 

 

 



 

v 
 

DEDICATÓRIA 

Aos genes estranhos da minha família, que atrapalham nossa circulação, 
mas inspiraram essa dissertação. 



 

vi 
 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço a Deus por ter me guiado até o maravilhoso mundo da Química. 

Aos meus pais por terem me educado e me ensinado os valores que me fizeram 
alcançar tantas conquistas. Especialmente à minha mãe, obrigada pela 
compreensão, pela paciência e pelo apoio não só durante o mestrado, mas em 
todos os anos de minha formação. Obrigada por rezar por todo equipamento 
estragado e experimento difícil e me ajudar a ter calma e a ser persistente. 

Aos meus irmãos por serem meus maiores exemplos de esforço e dedicação. Sou 
muito grata a vocês por sempre terem ajudado a cuidar de mim, permitindo que eu 
pudesse seguir meus sonhos. 

Ao Pablo por ser colega de curso e de profissão, amigo e, na reviravolta mais louca 
desse mestrado, namorado. Obrigada por me ajudar com a analítica, ser meu 
companheiro de almoço, meu parceiro de batata e me trazer paz, no mestrado e na 
vida. 

Ao professor Rubén pela orientação nesses quatro anos, desde a graduação até o 
mestrado. Obrigada por ter aceitado esse desafio e confiado no meu potencial 
quando escolhi esse tema. Sou muito grata por tudo que aprendi e pela 
oportunidade de trabalhar em seu grupo. 

Aos meus colegas do LEMB, em especial Alexa, Alinne, Ana Paula, Ana Délia e 
Isabela. Obrigada por toda a ajuda, pelas conversas e momentos ótimos. 

À profª. Esperanza pela atenção e ajuda na compreensão biológica deste trabalho. 

Ao professor Ricardo pela disposição e ajuda com o UPLC. 

À Marina pela ajuda e paciência com os (muitos) experimentos no UPLC, pela 
atenção e carinho com minhas dúvidas e pela parceria nessa reta final do mestrado. 

A todos do Projeto 1000 Futuros Cientistas, em especial Janaína e Karen. Obrigada 
pela oportunidade de participar desse projeto incrível que, certamente, é uma das 
melhores experiências que vivi no DQ.  

Aos amigos que a Química me trouxe, pelo companheirismo e momentos de alegria 
durante esses quase 8 anos de DQ, Izadora, Thaylice, Livinha, Capruni,  Thérèse, 
Larissa, Davyston, Diego, Rubens e Jorge.  

A todos os funcionários do Departamento de Química por fornecerem a 
infraestrutura necessária para a realização desse trabalho. Em especial ao Seu Luis 
e à Carla por todos os “bons dias” carinhosos. 

 



 

vii 
 

A Kelly, Marco Túlio e Mari da Escola de Veterinária pela ajuda com o sangue de 
coelho. 

Ao professor Rochel por continuar sendo um mentor na química e nas questões 
filosóficas da vida. 

Aos meus amigos que estiveram comigo desde antes da minha jornada com a 
Química. Dadab, Bru, Aninha, Lanzinho, Poly, Zi, Mandinha, Lê, Lili e Ully. Obrigada 
por sempre torcerem por mim.  

À Mari, amiga querida que Liverpool me trouxe, pelo companheirismo de sempre. 

À Ívina por ter me ensinado há mais de 10 anos que “Química é tudo”. Obrigada por 
ser professora, mentora, inspiração e, principalmente, amiga. 

Ao Programa Bom Aluno por ter me oferecido a melhor formação acadêmica e 
pessoal possível. Obrigada por me ensinar que sonhos são possíveis e que “sonho 
sem ação é só sonho e ação sem sonho é só passatempo”. 

To my dear Teacher, Fátima, who taught me not only English, but also how to be 
brave, two essential skills for the success of this work. Thank you for always 
believing in me. 

Às agências de fomento CAPES, FAPEMIG e CNPq pelo fornecimento de recursos 
para a realização desse trabalho.  



 

viii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                     Nestes tempos em que a ignorância reina,  
fazer ciência é um ato de revolução. 

  



 

ix 
 

RESUMO 

Doenças cardiovasculares são as principais causas de mortes no mundo. Os 

principais tratamentos para esses distúrbios envolvem o uso de implantes 

cardiovasculares e anticoagulantes. Neste trabalho, foi proposto um novo sistema 

para encapsulamento do fármaco etexilato de dabigatrana (DBG), baseado em 

nanofibras de policaprolactona (PCL) produzidas por eletrofiação. Além disso, 

nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) produzidas pelos métodos de coprecipitação 

e hidrotérmico foram incorporadas às nanofibras. A análise por microscopia 

eletrônica mostrou que ambos os métodos levaram à formação de nanopartículas de 

ZnO na forma wurzita com diâmetros médios variando de 33 a 48 nm e nanofibras 

uniaxiais com diâmetros de 225 a 350 nm. A análise térmica dos materiais 

evidenciou que as nanofibras são mais termicamente estáveis que o fármaco puro e 

os resultados de ângulo de contato mostraram que o fármaco aumenta a hidrofilia 

das nanofibras de PCL. Os estudos quantitativos mostraram que o processo de 

eletrofiação leva ao encapsulamento de cerca de 85% do DBG e que a liberação do 

fármaco em meio aquoso ocorre por difusão da matriz polimérica. Os testes de 

viabilidade celular e de hemocompatibilidade mostraram que as nanofibras contendo 

o DBG são não citotóxicas e não provocam a hemólise nem a coagulação do 

sangue.  

Palavras chave: Anticoagulantes. Dabigatrana. Nanofibras. Nanopartículas de óxido 

de zinco. Liberação de fármacos. 
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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. Introdução 

Doenças cardiovasculares são distúrbios que envolvem o coração e os vasos 
sanguíneos. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as doenças 
cardiovasculares são a principal causa de mortes no mundo, sendo 
responsáveis por 17.9 milhões de óbitos por ano. O enfarte agudo do 
miocárdio, o acidente vascular cerebral (AVC), a aneurisma da aorta e a 
trombose venosa são exemplos desses distúrbios. 1 Essas doenças estão 
geralmente associadas à formação indevida de coágulos. A coagulação é uma 
resposta natural do corpo diante do rompimento de vasos sanguíneos. Apesar 
de ser essencial à vida, pois evita hemorragias, quando esse processo ocorre 
de maneira inadequada, ele pode levar a uma produção exagerada de 
coágulos, cumulando em doenças cardiovasculares. 2 

A cirurgia de revascularização, utilizando implantes cardiovasculares, é o 
tratamento indicado quando as doenças envolvem o estreitamento ou a 
oclusão dos vasos sanguíneos. 3 Esses implantes são geralmente feitos de 
politetrafluoretileno (ePTFE), tereftalato de polietileno (PET) e poliuretano (PU). 
No entanto, esses materiais não são adequados para a substituição de vasos 
de pequeno diâmetro. 4 Outro problema relacionado à cirurgia de 
revascularização é a alta incidência de complicações pós-operatórias, 
envolvendo a cascata da coagulação, como trombose e estenose. 5  Isso gera 
a necessidade da administração de anticoagulantes após o procedimento.  

Os anticoagulantes são os fármacos utilizados para prevenir e tratar a 
formação desses coágulos. O anticoagulante oral mais utilizado é a varfarina, 
um fármaco que interrompe a cascata de coagulação inibindo a produção de 
vitamina K.  A forma reduzida da vitamina K é um cofator na síntese de 
importantes fatores de coagulação, dessa forma, quando sua produção é 
inibida, a formação de coágulos é evitada. 6  Apesar de ser um medicamento 
eficaz, existem diversos problemas associados ao uso da varfarina, o mais 
preocupante sendo o elevado índice de hemorragias. Além disso, a 
concentração do fármaco no plasma pode ser afetada por muitos fatores, como 
alimentação, peso, gênero e interações medicamentosas. Isso gera a 
necessidade de que os pacientes sejam constantemente monitorados, sendo 
imperativa a realização de exames de sangue periódicos. 7 

O desenvolvimento de novos anticoagulantes orais diretos (NAODs) foi 
estimulado, então, devido à necessidade de suprir os problemas associados ao 
uso da varfarina. As principais vantagens dos NAODs em relação à varfarina 
são seu perfil farmacocinético previsível, dosagem fixa, ação local rápida e 
menos interações alimentares e medicamentosas. 8 Esses fármacos 
apresentam uma eficácia de anticoagulação igual ou superior à varfarina, além 
de serem mais seguros em relação à hemorragia. Devido a esses benefícios, 
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muitos médicos já recomendam a substituição do uso da varfarina por NAODs, 
de modo que a demanda por esses fármacos tende a aumentar cada vez mais. 
9
 

Um dos NAODs já utilizado na prevenção de trombos é o mesilato de etexilato 
de dabigatrana (DBG), um inibidor direto de trombina, um dos principais 
agentes na coagulação sanguínea. Apesar de apresentar diversas vantagens 
em relação a outros anticoagulantes, a biodisponibilidade oral do etexilato de 
dabigatrana é muito baixa (~8%), o que faz com que as doses diárias do 
medicamento sejam elevadas (~300mg), aumentando o risco de hemorragia. 10 
Sendo assim, existe a necessidade de se desenvolver sistemas que permitam 
o aumento da biodisponibilidade do fármaco e sua melhor e mais eficiente 
liberação no organismo.  

Uma estratégia para aumentar a biodisponibilidade e promover a liberação 
controlada do fármaco é o seu encapsulamento em sistemas que permitam um 
maior controle do tempo de liberação e da concentração das doses do fármaco, 
bem como um controle de seu local de atuação, visando aperfeiçoar o efeito 
terapêutico do princípio ativo.11 Nanofibras de polímeros biodegradáveis e 
biocompatíveis, como a policaprolactona (PCL), são indicadas para o 
desenvolvimento desses sistemas pela possibilidade de serem utilizadas tanto 
como implantes vasculares quanto como matrizes para a liberação controlada 
do fármaco. 4 Outra proposta interessante é a associação desses sistemas 
poliméricos com materiais inorgânicos, como o óxido de zinco (ZnO). As 
partículas de ZnO podem alterar as propriedades físico-químicas do sistema, 
melhorando a liberação do fármaco e podem auxiliar na ação fisiológica das 
nanofibras. 12 

Assim, neste trabalho relatamos um novo sistema para o encapsulamento e 
liberação do DBG e avaliamos seu potencial uso no tratamento de doenças 
cardiovasculares. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo Geral 

O objetivo principal deste trabalho é a preparação de nanofibras de PCL para o 

encapsulamento do DBG, além da avaliação da influência da presença de 

nanopartículas de ZnO nas propriedades e no desempenho desse material 

como um sistema de liberação. 

 

2.2. Objetivos específicos  

 

• Preparar as nanopartículas de ZnO pelos métodos de coprecipitação e 

hidrotérmico. 

• Preparar as nanofibras de PCL pelo método de eletrofiação na presença e 

ausência do fármaco DBG e das nanopartículas de ZnO. 

• Caracterizar morfologicamente e fisico-quimicamente as nanopartículas e as 

nanofibras. 

• Fazer o estudo cinético da liberação do DBG a partir das nanofibras 

poliméricas e nanofibras poliméricas incorporadas com nanopartículas de ZnO. 

• Avaliar a citotoxicidade e a hemocompatibilidade das nanofibras produzidas. 
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3. Conceitos Gerais e Revisão Bibliográfica 

3.1. Doenças cardiovasculares 

A coagulação sanguínea é um fenômeno natural de defesa do organismo em 

que é formado um coágulo para impedir hemorragia. Em situações normais, o 

coágulo é dissolvido naturalmente pelo organismo depois que a ferida é 

curada. No entanto, em situações anormais, o coágulo pode se formar dentro 

dos vasos sanguíneos sem motivo aparente ou não se dissolver após um 

ferimento. A formação de coágulos, também conhecidos como trombos, pode 

causar enfermidades conhecidas como doenças cardiovasculares.  

Quando um vaso sanguíneo sofre qualquer tipo de agressão, o organismo 

inicia um processo de homeostase, que evita o sangramento intenso, a partir 

da formação de um agregado de plaquetas ativadas, hemácias e fibrina, 

denominados trombos ou coágulos. A cascata de coagulação, representada na 

Figura 1, é um processo que envolve mais de 30 proteínas e tem como objetivo 

reparar o vaso. 13 Dessa maneira, qualquer alteração nessa resposta complexa 

do corpo pode formar trombos patológicos.  

 Figura 1. Representação simplificada da cascata de coagulação. 

 

Fonte. Adaptado de Thrombosis Adviser 14 
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Existem diversos fatores que podem favorecer a formação anormal de um 

trombo, como o sobrepeso, o uso de cigarros, o uso de hormônios 

contraceptivos, o repouso pós-cirúrgico e doenças hereditárias. Estudos 

também indicam uma propensão de gestantes e pacientes com câncer de 

desenvolverem uma trombose venosa (trombo na veia) que pode evoluir para 

uma embolia pulmonar (trombo no pulmão). 15 16 Sendo assim, em alguns 

casos, é possível prevenir a formação de coágulos, mas ainda assim existe a 

necessidade de tratamentos eficazes para esses distúrbios. 

As terapias mais usadas no tratamento de trombos são os medicamentos 

trombolíticos, a trombólise dirigida por cateter, a trombectomia e os 

medicamentos anticoagulantes. 17 Os trombolíticos ou fibrinolíticos são 

medicamentos capazes de dissolver um coágulo e são usados principalmente 

no tratamento do enfarte do miocárdio e do AVC. 18 A trombólise dirigida por 

cateter também utiliza trombolíticos, que são administrados diretamente no 

local do coágulo via inserção cirúrgica de um cateter. Outro procedimento 

cirúrgico é a trombectomia, no qual o coágulo é mecanicamente removido. 

Finalmente, os anticoagulantes são medicamentos que interferem na cascata 

de coagulação e impedem a formação de novos coágulos. Dessa maneira, os 

anticoagulantes são os medicamentos mais indicados na prevenção de 

doenças cardiovasculares associadas à formação de trombos. 
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3.2. Anticoagulantes  

Anticoagulantes, como já mencionado, são medicamentos capazes de impedir 

a formação de trombos. Eles são administrados a pacientes com elevado risco 

de produção de coágulos para prevenir condições graves, como derrames e 

enfartos. 19 Esses medicamentos podem ser prescritos em condições agudas, 

como após uma cirurgia, e em condições crônicas, como na prevenção de 

trombose venosa profunda (TVP) em pacientes com distúrbios de circulação.  

O primeiro anticoagulante oral foi desenvolvido na década de 1940 por Karl 

Paul Link. O anticoagulante em questão era o dicumarol, um derivado da 

cumarina, extraído 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 países do mundo. 20 Esse fármaco age inibindo a carboxilação-γ dos 

fatores de coagulação II, VII e IX, inibindo a enzima epóxido redutase. Como 

esses fatores de coagulação dependem da vitamina K, a varfarina é um 

anticoagulante “antagonista de vitamina K” (AVK). 21 Os anticoagulantes AVK 

são muito eficazes, mas apresentam uma janela terapêutica muito estreita e 

sua concentração no plasma pode variar bastante. Essa variação está 

relacionada ao fato de vários alimentos e medicamentos alterarem o 

comportamento farmacocinético e farmacodinâmico dos anticoagulantes AVK. 

Dessa maneira, o uso contínuo desses fármacos torna-se problemático, 

necessitando-se de um monitoramento periódico da coagulação e controle 

rigoroso da dosagem. Os principais problemas relacionados ao uso desses 

medicamentos são casos de hemorragia (superdosagem) e recorrência de 

eventos trombóticos (subdosagem). 22  Considerando que o uso da varfarina 

pode ser agudo, tratamento de dias ou semanas, ou crônico, meses ou anos, 

as dificuldades associadas ao seu uso levaram a pesquisas que culminaram 

em novos anticoagulantes. 7 

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 fármacos apresentam vantagens em 

relação à varfarina, mas somente podem ser administrados via parenteral 
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(injeções) o que dificulta seu uso em tratamentos crônicos. 23 Mais 

recentemente, novos anticoagulantes orais diretos (NAODs) foram 

desenvolvidos e apresentam vantagens significativas, como doses fixas, ação 

rápida, menos interações alimentares e medicamentosas e não necessidade de 

constante monitoramento. Os NAODs disponíveis no mercado são a 

rivaroxabana, a apixabana, a edoxabana e a dabigatrana. 8 A Tabela 1 resume 

as principais propriedades desses fármacos. 

Tabela 1. Propriedades dos NAODs 

NAOD Alvo 
Interação 

alimentar 
 Tmáx Biodisponibilidade oral 

Aprovação 

FDA 

Rivaroxabana FXa 
Reduz 

absorção 
 2,5-4h     >80%        2011 

Apixabana FXa 
Não 

reportado 
 3h >50% 2012 

Edoxabana FXa 
Não 

reportado 
 1-5h ~62% 2015 

Dabigatrana FIIa 
Reduz 

absorção 
 2h ~8% 2010 

Nota 1. Tmáx - tempo para concentração máxima no plasma;  Nota 2. FXa - fator Xa , FIIa - fator IIa 

(trombina);  

Nota 3. US FDA – Food and Drug Administration 

Fonte. Adaptado de Cohen et al24 e Fontanta et al8 

A principal vantagem desses quatro NAODs é a redução de ocorrência de 

hemorragias quando comparado com a varfarina. Estudos mostram que o uso 

de NAODs reduziu em quase 70% a ocorrência de hemorragias intracranianas 

e fatais, 40% de hemorragias graves e 20% de hemorragias com relevância 

clínica. 24 Sendo assim, esses novos fármacos apresentam uma possibilidade 

promissora para o tratamento eficaz e seguro de doenças cardiovasculares.  

Novas pesquisas e testes clínicos visam aprimorar o uso desses 

anticoagulantes no intuito de substituir medicamentos como a varfarina, que 

foram a única opção durante os últimos 60 anos.20 É importante destacar que 

cada um desses NAODs apresenta características distintas e diferentes 

mecanismos de ação, sendo interessante a seleção de um único fármaco 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 

fibrilação atrial e igualmente seguro e eficaz para eventos tromboembólicos 

venosos, quando comparado à varfarina. 25; 26 A polaridade da dabigatrana não 

permite sua administração oral e, portanto, ela é comercializada como a pró-

droga mesilato de etexilato de dabigatrana (DBG), sendo Pradaxa o seu nome 

comercial. 27 No organismo, o DBG é convertido na dabigatrana, como 

representado na Figura 2. 

Figura 2. Representação da conversão do mesilato de etexilato de dabigatrana em 
dabigatrana. 

 

Fonte. Autora. 

A dabigatrana atua na cascata de coagulação inibindo a trombina, em um 

mecanismo competitivo, específico, dependente da concentração e reversível. 

O fármaco inibe tanto a trombina livre quanto a trombina presente no coágulo, 
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impedindo a conversão de fibrinogênio em fibrina, uma etapa importante na 

formação do trombo. A Figura 3 mostra uma representação da atuação da 

dabigatrana. A trombina, além de ter um papel essencial na coagulação 

sanguínea, também induz diferentes efeitos celulares por meio de receptores 

ativados por protease (RAP). A ação desses sinalizadores no organismo está 

ligada a diversos processos, como o de inflamação e infecção, fibrose e na 

proliferação de células cancerosas. Dessa maneira, alguns estudos já foram 

feitos sobre a ação da dabigatrana em doenças não cardiovasculares, como 

aterosclerose, câncer e infecções com Staphylococcus aureus. 27 

Figura 3. Representação da trombina e da ação da dabigatrana na sua inibição. 

 

Fonte. Adaptado de Comin et al. 28 

A reversibilidade da ação da dabigatrana é de extrema importância, pois a 

possibilidade de reverter o efeito de um anticoagulante está diretamente 

associada à sua segurança. Um paciente em constante uso de anticoagulantes 

está mais susceptível a hemorragias, por exemplo, um pequeno corte de papel 

demoraria mais a parar de sangrar para esse paciente do que para uma 

pessoa não anticoagulada. Sendo assim, em caso de traumas maiores é 

imprescindível que exista um antídoto que interrompa a ação do anticoagulante 

para que o paciente não tenha sangramentos intensos e, possivelmente, fatais. 

Entre os NAODs, a dabigatrana é o primeiro a ter um antídoto eficaz e já 

aprovado pela FDA e pela Agência Europeia de Medicamentos (EMA), 

denominado idarucizumab, comercializado como Praxbind. 29 
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Figura 4. Ação do Idarucizumab impedindo a ação da dabigatrana. 

 

Fonte. Adaptado de Comin et al. 28 

A ação eficaz e segura da dabigatrana é, portanto, o que a torna um dos 

NAODs mais promissores na substituição da varfarina. No entanto, sua baixa 

biodisponibilidade oral (~8%) é uma das maiores limitações da disseminação 

de seu uso. Isso significa que cerca de 90% da dabigatrana ingerida é 

eliminada e não absorvida pelo organismo. Isso faz com que a dose do 

medicamento tenha que ser muito alta para manter o nível terapêutico no 

plasma. 20 

Poucos estudos foram realizados no intuito de melhorar a biodisponibilidade 

oral do fármaco ou criar novas formas de administração. Em 2016, Chai et al. 

publicou sobre um sistema de liberação 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 liberação sustentada do DBG a partir de uma 

formulação injetável. Nesse trabalho, foi desenvolvido um sistema lipídico de 

transição de fase in situ que apresentou efeito de anticoagulação por 7 dias em 

modelo animal. 31 

O potencial do uso do DBG associado à escassez de trabalhos envolvendo o 

fármaco mostra a necessidade de se explorar novos sistemas de 

encapsulamento e liberação para esse anticoagulante. 
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3.4. Nanofibras Poliméricas 

            Nanofibras poliméricas podem ser uma excelente matriz para o 

encapsulamento e a liberação de anticoagulantes como o DBG. Esses 

materiais são fibras ultra-finas de polímeros que apresentam características 

únicas, como elevada razão área superfical/volume, funcionalização superficial 

flexível e elevada performance mecânica. 32 O método mais utilizado para 

produzir nanofibras é a eletrofiação. Nesse método, uma solução do polímero é 

submetida a uma diferença de potencial elevada, que é responável por esticar 

as cadeias poliméricas, formando as fibras de dimensão micro a nanométrica. 

Na Figura 5, pode-se observar a representação do equipamento de eletrofiação 

e a formação do cone de Taylor. Quando a gota de solução polimérica presente 

na ponta da agulha é submetida a uma diferença de potencial, cria-se um 

acúmulo de cargas nessa gota, gerando uma intensa repulsão eletrônica. 

Essas forças repulsivas são opostas à tensão superficial da solução, o que 

provoca o alongamento da gota, formando uma forma cônica conhecida como 

“cone de Taylor”. Todos os parâmetros do método, como polímero, solventes, 

fluxo de injeção, tensão, distância da agulha até a placa, influenciam na 

formação das nanofibras, além de efeitos externos, como umidade do ar e 

temperatura. 33  

Figura 5. Esquema do processo de eletrofiação para geração de nanofibras e 
distribuição de forças no cone de Taylor. 

 

Fonte. Autora 



 

27 
 

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 fisiológicas e, por isso, 

apresentam diversas possibilidades de aplicações biomédicas. Dentre essas 

aplicações, encontram-se a engenharia de tecidos, a liberação de fármacos e 

curativos. 34 Na engenharia de tecidos, as nanofibras são usadas como matriz 

(scaffold) já que conseguem mimetizar estruturas e funções biológicas. Suporte 

mecânico, propriedades superficiais favoráveis e biocompatibilidade são 

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 fármacos, podendo ser usados 

como sistemas de liberação controlada e/ou sustentada de diversos 

medicamentos. Já no uso de nanofibras como curativos, as principais 

propriedades envolvidas são suas estruturas porosas e flexíveis que podem ser 

bioabsorvidas pelo organismo. 34; 35 

Em relação à anticoagulantes, o uso de nanofibras é bastante versátil. 

Primeiramente, considerando que na engenharia de tecidos a fibra é inserida 

cirurgicamente e que processos cirúrgicos aumentam o risco de formação de 

trombos, seria interessante a presença de um anticoagulante na fibra. Dessa 

maneira, independente da função desse material no corpo, as complicações 

relacionadas a coágulos no seu uso seriam diminuídas ou evitadas. A mesma 

ideia se aplica no uso de nanofibras como curativos e suturas. Após um trauma 

com possibilidade de formação de coágulos, nanofibras contendo 

anticoagulantes poderiam ser utilizadas. Além disso, uma aplicação direta seria 

o uso de nanofibras como sistemas de liberação de anticoagulantes, no caso 

do tratamento de distúrbios cardiovasculares e prevenção de eventos 

tromboembólicos.  

A busca por trabalhos envolvendo nanofibras e anticoagulantes na base do 

Web of Science resultou em cerca de 20 artigos, sendo o fármaco em questão 

a heparina. Um desses trabalhos foi desenvolvido por Bae et al mostra 

nanofibras poliméricas com moléculas de heparina imobilizadas na superfície, 

visando um efeito antitrombótico em suturas vasculares. Os polímeros 

utilizados foram o poli(ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA), o poli(oxietileno) 
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(PEO) e o copolímero poli(ácido lático-co-ácido glicólico)-graft-polietilenimina 

(PgP). Os resultados de tempo de liberação e tempo de coagulação foram 

promissores. 5 O trabalho de Zhai et al., por sua vez, promoveu o 

encapsulamento da heparina em nanofibras de poli(L-lático)-co-poli(Ɛ-

caprolactona) (P(LLA-CL)) com liberação sustentada de cerca de duas 

semanas. Os resultados mostraram que o material tem potencial para ser 

usado em implantes cardiovasculares no reparo de vasos sanguíneos. 36 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 são próteses expansíveis geralmente usadas no reparo ou 

reconstrução de artérias. 37 

Os trabalhos citados são exemplos das possíveis aplicações de nanofibras 

carregadas com um fármaco anticoagulante. No entanto, é evidente que a 

formação de nanofibras com NAODs, como o DBG, ainda não foi explorada 

pela comunidade científica. Isso significa que existem diversas possibilidades 

de novos sistemas de encapsulamento/liberação de NAODs e nanofibras. É 

importante, então, conhecer sobre os polímeros utilizados na produção de 

nanofibras para aplicações biomédicas e seus usos no tratamento de doenças 

cardiovasculares. 
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3.5. Policaprolactona 

A policaprolactona (PCL) é um dos polímeros mais utilizados na formulação de 

biomateriais. O poliéster hidrofóbico e semicristalino é obtido a partir da 

polimerização da Ɛ-caprolactona, como mostrado na Figura 6. No corpo 

humano, o PCL é degradado por hidrólise, o que o torna biodegradável. O fato 

de o polímero ser hidrofóbico faz com que essa degradação seja lenta (2-5 

anos), possibilitando seu uso em aplicações que exigem longos períodos de 

degradação. 38; 39 

Figura 6. Reação simplificada da síntese da policaprolactona. 

 

Fonte. Autora 

A boa solubilidade do PCL em diversos solventes orgânicos e a possibilidade 

de interação/encapsulamento de diferentes fármacos levaram ao uso desse 

polímero em sistemas de liberação, sendo aprovado pelo FDA e utilizado 

clinicamente desde a década de 1980. Na primeira década do século 21, no 

entanto, com a ascensão da engenharia de tecidos, o interesse pelo PCL se 

desviou para a produção de nanofibras. 40  

Uma das vantagens das nanofibras de PCL é que existem diversas 

possibilidades de modificação do material para adequar suas propriedades ao 

seu uso intencionado. Encapsulamento de extensa variedade de fármacos, 

modificação da superfície, acoplamento com outros polímeros e formação de 

compósitos com partículas inorgânicas são exemplos da versatilidade das 

nanofibras de PCL. No estado da arte, encontram-se trabalhos com diversas 

aplicações desses nanomateriais, não somente na engenharia de tecidos, mas 

também na produção de sistemas de liberação controlada de fármacos e 

curativos. 41 Em relação às doenças cardiovasculares, já existem alguns 

estudos que mostram o grande potencial das nanofibras de PCL, 

principalmente no seu uso como implantes. 



 

30 
 

Alguns trabalhos produziram e testaram fibras de PCL como implantes 

cardiovasculares, já que essas nanofibras apresentam um diâmetro adequado 

e são bioativas e não tóxicas para células endoteliais (interior dos vasos 

sanguíneos) e células musculares lisas (presente na parede de diversos 

órgãos). Yalcin et a.l, produziu implantes tubulares de nanofibras de PCL, 

mostrando sua semelhança 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 condições, propondo seu uso na 

substituição de tecidos vasculares. Esse estudo também mostrou a adesão e 

integração 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. 45 e Nottelet et al. 46 fizeram estudos in vivo de nanofibras de PCL como 

implantes vasculares, mostrando um efeito adequado de desobstrução dos 

vasos em longo prazo. 

O uso de fibras de PCL para encapsulamento de fármacos com potenciais 

aplicações cardiovasculares também foi estudado. Rychter et al, desenvolveu 

microfibras de PCL como um sistema de liberação do cilostazol. Esse fármaco 

inibe a agregação plaquetária, sendo indicado no tratamento de doença 

vascular periférica e na prevenção de AVCs. 47 Outro estudo que propôs o uso 

de nanofibras de PCL tanto como implantes quanto como sistemas de 

liberação foi o de Innocente et al. Nesse trabalho, foram produzidas próteses 

de nanofibras de PCL incorporadas com paclitaxel, um fármaco capaz de evitar 

o estreitamento dos vasos sanguíneos após a inserção de implantes. O estudo 

mostrou que o nanossistema foi capaz de gerar a liberação sustentada e lenta 

do fármaco e os experimentos in vivo indicaram o possível uso clínico desses 

implantes no futuro. 48 Esses trabalhos mostram a multifuncionalidade de fibras 

de PCL no tratamento de doenças cardiovasculares. 

Além de seu uso individual ou incorporado com fármacos, também é possível 

explorar a adição de nanopartículas inorgânicas a nanofibras de PCL. A 

formação desses compósitos pode levar a uma melhora na eficiência do 

sistema ou a novas possibilidades de aplicação.  
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3.6. Nanopartículas de óxido de zinco 

Nanopartículas de ZnO são reconhecidas pela comunidade científica pelas 

suas importantes aplicações biomédicas. Consideradas pelo FDA como 

Substância Geralmente Reconhecida como Segura (GRAS), as nanopartículas 

de ZnO apresentam propriedades antimicrobianas, anticancerosas e também 

podem ser utilizadas como sistemas de liberação de fármacos. 49 

As propriedades como tamanho, morfologia e características superficiais estão 

diretamente relacionadas ao método de síntese dessas nanopartículas. 

Existem diversos métodos para o preparo das nanopartículas de ZnO, uma 

revisão extensa feita por Kołodziejczak-Radzimska e Jesionowski cita mais de 

dez métodos de síntese e discute os mais utilizados. 50  Um dos métodos mais 

comuns é o de coprecipitação, no qual uma solução aquosa de um sal de zinco 

e uma solução básica, normalmente hidróxido de sódio ou amônia, são 

utilizadas como precursoras. Nesse método, a solução salina de zinco é 

mantida aquecida e sobre agitação enquanto a solução básica é adicionada 

gota a gota ao sistema. Na primeira fase do processo, é formado o hidróxido de 

zinco que posteriormente é convertido nas nanopartículas de ZnO. O 

precipitado formado é filtrado e levado à secagem. Concentração das soluções, 

temperatura de reação e temperatura de secagem são alguns dos parâmetros 

que influenciam nas propriedades das partículas produzidas. 51  

A síntese hidrotérmica, por sua vez, pode ser realizada com as mesmas 

soluções do método de coprecipitação. No entanto, nesse caso a reação ocorre 

em uma temperatura superior à temperatura de ebulição do solvente e a uma 

pressão maior que uma atmosfera (1 atm). A síntese geralmente ocorre em 

autoclaves que mantém os parâmetros de reação controlados, sendo uma 

importante vantagem para a produção em larga escala de nanopartículas de 

ZnO. 52 Na formação de compósitos de nanofibras poliméricas com 

nanopartículas de ZnO, o método de síntese e, consequentemente, as 

propriedades das nanopartículas podem influenciar nas aplicações biomédicas 

do material. 

No estado da arte, não foram encontrados trabalhos específicos sobre o uso de 

nanofibras contendo nanopartículas de ZnO para o tratamento de doenças 
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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 nanopartículas de ZnO com 

propriedades antibacterianas e de adesão celular. Em diferentes artigos, os 

autores investigaram o potencial uso dessas fibras em implantes, 

especialmente para regeneração dérmica. 53; 54; 55; 56 Esses trabalhos sugerem 

a possível aplicação dessas nanofibras na engenharia de tecidos. Assim o 

presente trabalho é uma contribuição para o estado da arte na área.  
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4. Parte experimental 

4.1. Materiais 

Nitrato de zinco hexahidratado 

Fórmula molecular: Zn(NO3)2·6H2O 

Massa molar: 297,49 g mol-1 

Fabricante: VETEC Brasil 

Acetato de zinco dihidratado 

Fórmula molecular: 

Zn(CH3CO2)2·2H2O 

Massa molar: 219,50 g mol-1 

Fabricante: VETEC Brasil 

Hidróxido de sódio 

Fórmula molecular: NaOH 

Massa molar: 39,99 g mol-1 

Fabricante: VETEC Brasil. 

Citrato de Sódio 

Fórmula molecular: 

Na3C6H5O7·2H2O 

Massa molar: 294,00 g mol-1 

Fabricante: Synth 

 

 

 

Mesilato de Etexilato de 

Dabigatrana 

Fórmula molecular: C35H45N7O8S 

Massa molar: 723,84 g mol-1 

Fabricante: Adooq Bioscience 

Policaprolactona 

Fórmula molecular: (C6H10O2)n 

Massa molar: 43000-5000 Da 

Fabricante: Polysciences 

Diclorometano 

Fórmula molecular: CH2Cl2 

Massa molar: 84,93 g mol-1 

Fabricante: Synth 

Metanol 

Fórmula molar: CH3OH 

Massa molecular: 32,04 g mol-1 

Fabricante: Neon 
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4.2. Métodos

4.2.1. Extração do mesilato de etexilato de dabigatrana da formulação 

de Pradaxa 

O DBG foi extraído pelo método líquido-líquido57 da formulação comercial 

Pradaxa. A solubilidade do princípio ativo em solução de HCl e metanol 58 foi 

utilizada para a extração e separação dos excipientes 59. 

O conteúdo de 10 cápsulas de Pradaxa, cerca de 10 g, foi transferido a um 

almofariz e macerado. Em seguida, 50 mL de solução de HCl 0,1 mol L-1 foram 

adicionados ao pó e colocado sob agitação. Após uma hora, a mistura foi 

filtrada, o sólido descartado e o filtrado reservado. A esse filtrado foi adicionada 

gota a gota uma solução de NaOH 1 mol L-1, observando formação de 

precipitado. Essa segunda mistura foi novamente filtrada e o precipitado foi 

seco a 70°C. Após secagem, o precipitado foi solubilizado em metanol e 

deixado em agitação. Finalmente, o líquido foi centrifugado e seco em 

condições ambientes para obtenção do sólido final. 

Figura 7. Representação do processo de extração do princípio ativo DBG do 
medicamento Pradaxa. 

 

Fonte. Autora 

 

4.2.2. Síntese do ZnO 

CO-PRECIPITAÇÃO, ZnOCP 

A síntese das nanopartículas de ZnO por co-precipitação foi realizada segundo 

metodologia previamente definida pelo grupo de pesquisa52. Resumidamente, 

uma solução de NaOH 2,0 mol L-1 foi gotejada à uma solução de  
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Zn(NO3)2.6H2O 1,0 mol L-1 contendo Na3C6H5O7.2H2O. A mistura foi mantida a 

70°C por 2 horas com agitação magnética. Após o tempo de reação, o sólido 

obtido foi lavado por três vezes com água deionizada, utilizando uma 

ultracentrifuga (12000 rpm, 10 min). Em seguida, o produto foi seco em estufa 

à vácuo a 60°C por 12 horas. 

 

HIDROTÉRMICA, ZnOh 

A síntese hidrotérmica das nanopartículas de ZnO também foi realizada 

segundo metodologia previamente definida pelo grupo de pesquisa52. Nesse 

processo, soluções de 0,5 mol.L-1 de ZnC4H6O4 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. Após o tempo de reação, o 

sólido obtido foi lavado por três vezes com água deionizada, utilizando uma 

ultracentrifuga (12000 rpm, 10 min). Em seguida, o produto foi seco em estufa 

à vácuo a 60°C por 12 horas. 

Figura 8. Representação das montagens das sínteses por coprecipitação e 
hidrotérmica das nanopartículas de ZnO. 
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4.2.3. Preparo das nanofibras 

As nanofibras foram preparadas pelo método de eletrofiação 60. Soluções de 

8% m/v de PCL foram preparadas em uma mistura de diclorometano e metanol 

1:1 e deixadas sob agitação por 24 horas. Os parâmetros foram padronizados 

para todas as fibras: fluxo de injeção da solução polimérica 5 mL/h, distância 

da agulha à placa 15 cm e tensão 17 kV. As fibras preparadas estão descritas 

na Tabela 1. 

Tabela 2. Códigos das nanofibras produzidas de acordo com a presença do fármaco 
DBG e das nanopartículas de ZnO 

Fibra - Código DBG ZnOCP ZnOH 

FPCL - - - 

FZnO-C - 64 mg - 

FZnO-H - - 64 mg 

FDBG 15 mg - - 

FZCD 15 mg 64 mg - 

FZHD 15 mg - 64 mg 

    

Figura 9. Representação do processo de eletrofiação utilizado no preparo de 
nanofibras. 

 

Fonte. Autora 

 

 

Comentado [RS1]: É 18 ou 17 kV, na Figura est[a diferente  
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4.2.4. Microscopia Eletrônica de Varredura - MEV 

As micrografias das nanofibras foram obtidas pelo microscópio eletrônico de 

varredura Quanta™ 3D FEG FEI com voltagem de aceleração 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 análises dos diâmetros médios das nanofibras obtidas foram 

determinadas a partir de 100 medições em 3 micrografias diferentes usando o 

ImageJ software de análise de imagem. 

 

4.2.5. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

As micrografias das nanofibras e das nanopartículas de ZnO foram obtidas pelo 

microscópio eletrônico de transmissão Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin FEI com 

voltagem de aceleração de 120 kV do Centro de Microscopia da UFMG. Para a 

análise das fibras contendo nanopartículas, o processo de eletrofiação foi feito 

sobre um porta amostra single tilt. Para a análise de nanopartículas de ZnO, foi 

preparada uma suspensão do sólido em etanol filtrado, que ficou em ultrassom 

por cinco minutos antes de ser depositada no porta amostras. 

 

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

As curvas TG/DTG e DTA foram obtidas simultaneamente em equipamento de 

módulo termogravimétrico simultâneo TG/DTA Q600, (TA Instruments), sob 

atmosfera dinâmica de N2 com vazão aproximada de 100 mL min-1, 

empregando cadinho de alumina e aquecimento de 30 °C a 700 °C a uma 

razão de aquecimento de 10 °C min-1. 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 Química da UFMG, 

utilizando um monocromador de cobre e radiação CuKα = 1,54051, em ângulos 

de 2θ variando de 10 a 70 graus e velocidade de varredura de 2θ min-1. Os 

dados obtidos foram tratados utilizando o programa OriginPro 7.0, OriginLab 

Corporation. 

 

4.2.8. Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho por 

Reflectância Total Atenuada (ATR-FTIR) 

Os valores de absorção na região de 4000-650 cm-1 foram registrados em 

espectrofotômetro Perkin Elmer modelo Frontier do Departamento de Química 

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. Ângulo de Contato 

A molhabilidade das nanofibras foi avaliada via medida do ângulo de contato 

utilizando o equipamento Phoenix Mini (SEO) e o software Surfaceware9. Uma 

gota de água deionizada foi colocada sobre a fibra e o ângulo de contato da 

gota com a superfície foi medido 1 segundo e 1 minuto após gotejamento. A 

medida foi realizada em três diferentes pontos das nanofibras.  

 

4.2.10. Espalhamento de Luz Eletroforético (ELS) 

A técnica de ELS foi utilizada para medir o potencial zeta das nanopartículas de 

ZnO em suspensão. Foram preparadas dispersões em água deionizada com 

concentração de 1,0 mg.mL-1. 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 líquida acoplada à espectrometria de 

massas 

O método para quantificação do DBG foi desenvolvido em um sistema de 

cromatografia líquida de ultra desempenho UPLC® Aquity H-Class (Waters), 

com detecção por espectrômetro de massas Xevo TQD (Waters) do tipo triplo 

quadrupolo com ionização por eletronebulização. Os dados foram adquiridos 

pelo programa computacional Mass Lynx versão 4.1.  

A corrida cromatográfica foi realizada em uma coluna Acquity UHPLC® HSS 

C18 (50 x 2,1mm; 1,8 µm) com um filtro de linha de 0,2 µm. A eluição foi 

realizada com (A) água deionizada com 0,1% de ácido fórmico e (B) metanol 

com 0,1% de ácido fórmico 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 vazão da fase móvel foi de 0,400 mL min-1 e a temperatura da 

coluna foi mantida a 45°C e do amostrador 25°C. O volume de injeção foi de 

1,0 µL. 

A fonte de ionização empregada foi a de eletronebulização no modo positivo. A 

temperatura de dessolvatação foi de 450 ºC com uma vazão de 650 L h-1 de 

N2. A temperatura de bloco foi mantida em 150 ºC, a vazão de N2 do cone de 

40 L.h-1 e a voltagem do capilar de 3,3 kV. O modo de aquisição dos dados foi 

o de monitoramento de reações múltiplas (MRM). A energia do cone foi de 10 

V, sendo a energia de colisão para formação do íon quantificador (289,7 m/z) 

de 30 V e para o íon qualificador (435 m/z) de 33 V. 

 

4.2.12. Curva de calibração 

Soluções de concentrações fixas variando de 1 a 100 ppm de padrão de DBG 

em metanol foram preparadas através de diluições sucessivas de uma solução 

estoque. A quantificação do fármaco em cada solução foi feita utilizando o 

método desenvolvido no UPLC previamente descrito e os dados foram tratados 

para obtenção da curva analítica com coeficiente linear R de ~0,99. 
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4.2.13. Efeito do metanol no sinal analítico 

Soluções de DBG de uma concentração fixa foram preparadas a partir de 

soluções estoque de DBG em água e em metanol, contendo diferentes 

proporções de metanol (0 a 100%). A concentração de DBG foi analisada por 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas com método 

previamente estabelecido no UPLC. 

4.2.14. Determinação da concentração de DBG nas nanofibras 

Amostras de cerca de 1 cm2 foram pesadas em triplicata (em torno de 5 mg) e 

transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de diclorometano. Após 

dissolução imediata das fibras, uma alíquota de 100 μL foi transferida para 900 

μL de metanol. A concentração de DBG foi analisada por cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas com método previamente estabelecido 

no UPLC. Os dados obtidos foram tratados, levando à determinação da 

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

 

4.2.15. Cinética de liberação de DBG in vitro 

Os estudos de cinética de liberação 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 cm2 

foram pesadas em triplicata (em torno de 10 mg) e transferidas para potes de 

acrílico contendo 1 mL de solução tampão (PBS pH = 7,2). Alíquotas 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. Após cada 

coleta foi realizada a reposição do meio com adição de 1,0 mL de tampão. 500 

μL de cada alíquota foram transferidos para vials contendo 500 μL de metanol.  

O DBG foi quantificado em cada alíquota por cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas com método previamente estabelecido no UPLC. 

A fim de analisar o efeito do metanol na liberação, o mesmo procedimento foi 

realizado, substituindo a solução tampão por uma solução 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 l-glutamina, 25 mM de HEPES e 1% de antibióticos (0,1 mg mL-1 de 

estreptomicina e 100 U mL-1 de penicilina). A cultura foi mantida a 37°C e 5% 

de CO2 em atmosfera úmida. Após alcançar confluência, as células foram 

transferidas para uma placa de 96 poços em uma concentração de cerca de 

1x105 células/poço. Após 24 horas, as fibras, uma solução do fármaco e 

suspensões das nanopartículas foram adicionadas aos respectivos poços 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 61 com tempo de incubação de 24 e 48 horas. Resumidamente, os 

materiais foram removidos das placas e cada poço foi lavado com PBS após o 

tempo de incubação. Em seguida, 10 μL de solução de MTT 5 mg.mL-1 foram 

adicionados a cada poço e, 4 horas depois, foi adicionado SDS (10% em HCL 

0,01M) para solubilização dos sais de formazan. Finalmente, a absorbância de 

cada poço em 570 nm foi medida em um espectrofotômetro Thermo Scientific 

Multiskan Spectrum MCC/340. Os dados foram obtidos em média e desvio 

padrão de seis replicatas. 

 

4.2.17.  Testes de Hemocompatibilidade 

Os testes de hemocompatibilidade foram realizados com sangue de coelhos da 
raça Nova Zelândia, cordialmente doado pela Escola de Veterinária da 
Universidade Federal de Minas Gerais. 
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Teste de Hemólise 

O teste de hemólise foi realizado segundo metodologia descrita previamente 

por Zhang et al. 62. Hemácias foram obtidas centrifugando o sangue  (2000 rpm 

por 10 min) e lavando o precipitado 5 vezes com PBS. As hemácias foram 

diluídas em PBS (0,1% v/v) e posteriormente 200 μL dessa solução e 1,8 mL 

de PBS foram adicionados aos poços a uma placa de 24 poços. Em cada 

respectivo poço havia um fragmento de fibra de cerca de 1 cm2 , para controle 

positivo foram adicionados 200 μL da solução de hemácias em 1,8 mL de água 

deionizada e 1,8 mL de PBS como controle negativo. A placa foi mantida a 

37°C por 1 hora. Após o devido tempo, as suspensões de cada poço foram 

transferidas para tubos de 2,0 mL e centrifugadas (6000 rpm por 3 min). A 

absorbância em 540 nm do sobrenadante (hemoglobina) foi registrada em um 

espectrofotômetro Thermo Scientific Multiskan Spectrum MCC/340. O 

percentual de hemólise foi calculado pela seguinte equação: 

𝐻𝑃 (%) = 𝐴𝐴 −  𝐴−𝐴+ − 𝐴−  𝑥 100 

Sendo AA  a absorbância da amostra, A- a absorbância do controle negativo e 

A+ a absorbância do controle positivo. Os dados foram obtidos em média e 

desvio padrão de triplicatas. 

Teste de Anticoagulação  

O teste de anticoagulação foi realizado segundo metodologia descrita 

previamente por Zhang et al. 62 ligeiramente modificada. Inicialmente, seções 

de fibras de cerca de 1 cm2 foram colocadas em triplicata em poços de placas 

de 6 poços. Em seguida, 20 μL de sangue fresco foram gotejados em cada 

fibra e diretamente no poço para controle. Posteriormente, 10 μL de solução de 

CaCl2 (0,2 mol L-1) foram adicionados à cada gota de sangue. As placas foram 

mantidas a 37°C por 30 e 60 min respectivamente. Após cada tempo, 5 mL de 

água deionizada foram adicionados a cada poço e a placa foi incubada por 

mais 5 min a 37°C. Finalmente, a concentração de hemoglobina em cada poço 

foi medida por registro da absorbância em 540 nm, utilizando um 

espectrofotômetro Thermo Scientific Multiskan Spectrum MCC/340. 

Comentado [RS2]: Flávia eles tem algum protocolo aprovado 
pelo comitê de ética? 
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5. Resultados e Discussão 

5.1. Extração do DBG 

O processo de extração do princípio ativo da formulação Pradaxa levou a um 

sólido amarelo. A quantificação via cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas mostrou que o produto obtido apresenta (91,54 ± 

1,36) % de pureza. Assim, o princípio ativo extraído foi utilizado no preparo dos 

materiais desenvolvidos neste trabalho. 

 

5.2. Síntese das nanopartículas de ZnO 

As nanopartículas de ZnO sintetizadas pelos métodos de coprecipitação e 

hidrotérmico foram caracterizadas por métodos físico-químicos para 

determinação e comparação de suas propriedades. A Tabela 3 mostra uma 

compilação dessas propriedades. 

Tabela 3. Propriedades físico-químicas das nanopartículas de ZnO 

Nota. T5% - Valores de temperatura inicial de decomposição; Δm - Perda de massa sob aquecimento em 

atmosfera de N2; P.Z. – Potencial Zeta 

 Os difratogramas de raios X das nanopartículas, Figura 10, são bastante 

similares e apresentam picos de difração em 31.6°, 34.3°, 36.1°, 47.4°, 56.5°, 

62.7°, 66.2°, 67.8° e 68.9°, que indicam a formação de ZnO puro na forma 

wurzita (JCPDS 36- 1451), a mais estável em condições ambientes. Nessa 

forma, o ZnO possui célula unitária hexagonal e um arranjo espacial 

tetraédrico.63  Os picos de difração intensos e bem definidos indicam a 

formação de materiais cristalinos e o alargamento dos picos indica a presença 

de cristais nanoestruturados. 64   

Método Fase T5% / °C Δm/ % Tamanho/ nm Morfologia P.Z. / mV 

Coprecipitação Wurzita 207,56 4,91 33,5 ± 10,6 Bastonete - 49,5 ± 1,5 

Hidrotérmico Wurzita 353,06 16,59 48,1 ± 16,3 Poliedro - 34,3 ± 1,4 
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Figura 10. Difratogramas de raios X das nanopartículas de ZnO obtidas pelos 
métodos de coprecipitação (ZnOCP) e hidrotérmico (ZnOH). 

 

Os espectros de absorção na região do infravermelho das nanopartículas estão 

apresentados na Figura 11. As bandas fracas e largas na região de 3400 cm-1, 

presente em ambos os espectros, pode ser associada ao estiramento da 

ligação O-H de grupos hidroxila e moléculas de água presentes na superfície 

dos cristais.65 As bandas em torno de 1560 cm-1 podem ser atribuídas ao CO2 

atmosférico adsorvido às nanopartículas. As bandas na região de 1370 cm-1 

podem estar associadas ao estiramento simétrico de grupos carboxila 

presentes na estrutura cristalina.66 A presença de óxido de zinco é confirmada 

a partir das bandas em 893 cm-1 (ZnOCP) e 859 cm-1 (ZnOH), características do 

estiramento da ligação Zn-O.67 O fato de o espectro de absorção das partículas 

ZnOH apresentar bandas mais estreitas e definidas indica que o método 

hidrotérmico leva a um sólido mais cristalino que o método de coprecipitação. 

Tabela 4. Atribuições de grupos funcionais correspondentes aos números de onda dos 
espectros de absorção das nanopartículas de ZnO. 

ZnOCP ZnOH 

Número de onda / cm-1 Grupo funcional Número de onda / cm-1 Grupo funcional 

3386 O-H 3431 O-H 

1574 C=O 1554 C=O 

1392 C=O 1367 C=O 

893 Zn-O 1233 C=O 

  921 Zn-O 

  859 Zn-O 

  659 Zn-O 
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Figura 11. Espectros de absorção na região do infravermelho das nanopartículas de 
ZnO obtidas pelos métodos de coprecipitação (ZnOCP) e hidrotérmico (ZnOH). 

 

A análise térmica dos materiais, Figura 12, mostrou que as nanopartículas 

ZnOCP são termicamente estáveis entre 30°C e 700°C, apresentando perda de 

massa de aproximadamente 5%  entre 200°C e 400°C referente à perda de 

água adsorvida na superfície das nanopartículas. 68 Já a curva 

termogravimétrica das nanopartículas ZnOH  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 à perda de água e o segundo 

evento (300-450°C) à decomposição de Zn(OH)2 residual.69   

Figura 12. Curvas TG das nanopartículas de ZnO obtidas pelos métodos de 
coprecipitação (ZnOCP) e hidrotérmico (ZnOH) em atmosfera de N2, com razão de 
aquecimento 10°C min-1 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 nanopartículas, as mesmas foram 

submetidas a aquecimento em um forno de calcinação, simulando as 

condições da análise térmica. Os nanomateriais foram então caracterizados 

novamente pela técnica de difração de raios X, os difratogramas estão 

representados na Figura 13. É possível observar que mesmo após 

aquecimento até 700°C as nanopartículas não perdem suas estruturas 

cristalinas características. Isso corrobora que as perdas de massa detectadas 

na curva TG são referentes aos resíduos presentes nas amostras e não à 

decomposição das nanopartículas. 70 

Figura 13. Difratogramas de raios X das nanopartículas de ZnO obtidas pelos 
métodos de coprecipitação (ZnOCP) e hidrotérmico (ZnOH) após aquecimento até 
700°C em atmosfera de N2, com razão de 10°C/min. 

 

 As micrografias obtidas por MET mostraram que os dois métodos levam à 

partículas de tamanho médio entre 30-40 nm, não superando 90 nm. Além 

disso, a partir das micrografias foi possível identificar que a principal diferença 

entre as nanopartículas de ZnO obtidas é a morfologia. As nanopartículas 

ZnOCP apresentam morfologia de bastonete, enquanto as ZnOH aproximam-se 

de poliedros. Nanopartículas de ZnO são um dos materiais com maior 

variedade morfológica conhecidos, sendo a diferença na morfologia resultante 

das diferentes condições de síntese, como temperatura, pressão e reagentes 

precursores.71 Os valores de potencial zeta para ZnOCP (- 49,5 ± 1,5 mV) e 

para ZnOH (- 34,3 ± 1,4 mV) podem ser usados para entender e prever a 

formação de aglomerados. Valores menores que -30 mV indicam que as 

partículas vão se unir por interações de van der Waals fracas (aglomerados) e 
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não ligações químicas fortes (agregados).72 O valor negativo está associado à 

presença de cargas negativas na superfície das nanopartículas, como 

hidroxilas e carboxilas. 

Figura 14. Micrografias obtidas por MET nas nanopartículas ZnOH (a,b) e ZnOCP (d,e) 
e suas respectivas distribuições de tamanho (c,d). 

 

 

5.3. Nanofibras 

5.3.1. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia e o tamanho das nanofibras preparadas foram analisados por 

MEV. Na Figura 15, é possível observar que todas as fibras são uniaxiais, com 

ausência de beads (gotas ou aglomerados de polímero) e distribuídas de forma 

aleatória. A similaridade morfológica das fibras é esperada já que todas foram 

preparadas com os mesmos parâmetros de eletrofiação. Dessa maneira, a 

diferença nos diâmetros das nanofibras, mostrada na Figura 16, provavelmente 

resulta da presença das nanopartículas de ZnO e do fármaco.73 As fibras de 

PCL puro apresentam diâmetro médio de cerca de 350 nm, enquanto as fibras 

contendo ZnO e DBG apresentam diâmetros médios entre 225 e 275 nm. A 

redução no diâmetro pode ser explicada por um aumento na condutividade da 
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solução polimérica devido à presença de partículas carregadas. O aumento de 

forças repulsivas reduz a tensão superficial da solução, levando a um 

estreitamento do jato e, consequentemente, a fibras de menor diâmetro. 74 O 

mesmo efeito já foi previamente reportado no preparo de fibras de PCL com 

outras nanopartículas metálicas. 75; 76 A importância do diâmetro das nanofibras 

está associada à sua área superficial. Um menor diâmetro equivale a uma 

maior área superficial, o que facilita a aderência celular e propicia o uso desses 

materiais em aplicações biomédicas. 77 

Figura 15. Micrografias obtidas por MEV das nanofibras de PCL (FPCL), PCL com 
nanopartículas ZnOH (FZnO-H), PCL com nanopartículas ZnOCP (FZnO-C), PCL com DBG 
(FDBG), PCL com nanopartículas ZnOH e DBG (FZHD) e PCL com nanopartículas ZnOCP 
e DBG (FZCD). 
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Figura 16. Valores de diâmetros dasnanofibras de PCL (FPCL), PCL com 
nanopartículas ZnOH (FZnO-H), PCL com nanopartículas ZnOCP (FZnO-C), PCL com DBG 
(FDBG), PCL com nanopartículas ZnOH e DBG (FZHD) e PCL com nanopartículas ZnOCP 
e DBG (FZCD ). 

 

5.3.2. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

As micrografias obtidas por MET confirmam a presença das nanopartículas de 

ZnO dentro das nanofibras. Na Figura 17, é possível identificar que as 

nanopartículas ZnOH e ZnOCP encontram-se aglomeradas dentro das fibras 

poliméricas. As micrografias mostram que as nanopartículas foram 

devidamente encapsuladas e não estão presentes na superfície das 

nanofibras. Dessa forma, as nanopartículas podem ser lentamente liberadas no 

organismo, possibilitando o uso dessas fibras como sistemas de liberação de 

nanopartículas de ZnO.78 

Figura 17. Micrografias obtidas por MET das nanofibras FZnO-H e FZnO-C. 
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5.3.3. Análise Térmica 

As curvas termogravimétricas das nanofibras, Figura 18, mostram um evento 

único de perda de massa na faixa de aproximadamente 300 °C - 450 °C. Este 

evento corresponde à degradação via pirólise do PCL, com a decomposição do 

poliéster em compostos voláteis. 79; 80 

Os dados de degradação térmica das amostras estão resumidos na Tabela 5. 

A temperatura onset (Tonset) foi usada como parâmetro para comparar a 

estabilidade térmica dos materiais. A decomposição térmica da DBG começa 

em torno de 60 °C, como relatado na literatura. 81  

As nanofibras de PCL são mais termicamente estáveis do que sua forma em 

pó, como observado. É possível inferir que isto é uma consequência de 

interações intermoleculares intensificadas entre as cadeias poliméricas na 

forma de fibra. A presença de nanopartículas de ZnO, no entanto, diminuiu a 

estabilidade térmica das nanofibras de PCL, indicando que as nanopartículas 

aceleraram o processo de degradação do PCL. De acordo com alguns estudos, 

os agregados de nanopartículas dificultam o processo de nucleação, o que leva 

à formação de cristais de PCL lamelares mais finos, que são mais facilmente 

degradados. 56  

A fibra termicamente mais estável foi a que continha apenas o fármaco, 

provavelmente devido a interações intermoleculares entre as cadeias 

poliméricas e o DBG. 82 Esse resultado é importante, pois a interação polímero-

fármaco tem grande influência na liberação do medicamento no organismo. No 

caso do PCL e do DBG, as interações hidrofóbicas podem evitar o fenômeno 

de liberação imediata (burst effect), em que o fármaco é totalmente ou quase 

totalmente liberado nas primeiras oito horas de degradação da matriz de 

encapsulamento. 83 

A Figura 19 mostra as curvas DTA das nanofibras, nas quais é possível 

observar que não há variação significativa na temperatura de fusão do 

polímero. Esse resultado indica que não a presença do fármaco e das 

nanopartículas não altera significativamente a estrutura do PCL. 
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Tabela 5. Resultados da Análise Térmica dos materiais 

Amostras Tonset / °C Tmax  / °C Tf / °C 
Perda de 
massa / % 

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

Fibras     

FPCL 377,14 412,93 451,93 97,05 

FZnO-H 313,76 350,98 355,23 87,47 

FZnO-C 334,94 319,60 338,30 97,84 

FDBG 382,45 406,22 455,29 93,86 

FZHD 351,70 399,35 407,82 95,43 

FZCD 345,47 360,35 363,39 96,04 

Nota: Valores de temperatura onset (Tonset), pico máximo de decomposição (Tmax), final de 

decomposição (Tf) e Perda de massa das amostra sob aquecimento em atmosfera de N2  

Figura 18. Curvas TG das nanofibras em atmosfera de N2, com razão de aquecimento 
10°C/min de 30°C a 700°C. 

 

Figura 19. Curvas DTA das nanofibras em atmosfera de N2, com razão de 
aquecimento 10°C/min de 30°C a 700°C. 

 

EXO 
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5.3.4.  Difratometria de raios X (DRX) 

Na Figura 20 estão apresentados os difratogramas DRX das nanofibras FPCL, 

FZnO-H, FZnO-C, FDBG, FZHD e FZCD. A análise por DRX de todas as nanofibras 

evidenciou dois picos de difração intensos em 21,3° e 23,7°, correspondentes à 

estrutura cristalina ortorrômbica do PCL.84 Os picos de difração referentes às 

nanopartículas de ZnO podem ser identificados nos difratogramas com baixa 

intensidade nas fibras que contém as nanopartículas, indicando o 

encapsulamento das mesmas. Somente os picos de maior intensidade do ZnO 

são discretamente notáveis, devido ao baixo teor de nanopartículas nas fibras 

(8% m/m). 85 

Figura 20. Difratogramas de raios X das nanofibras de PCL (FPCL), PCL com 
nanopartículas ZnOH (FZnO-H), PCL com nanopartículas ZnOCP (FZnO-C), PCL com DBG 
(FDBG), PCL com nanopartículas ZnOH e DBG (FZHD) e PCL com nanopartículas ZnOCP 
e DBG (FZCD ). 

 

 

5.3.5. Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho por 

Reflectância Total Atenuada (ATR-FTIR) 

Nas Figuras 21 e 22 estão apresentados os espectros de absorção na região 

do infravermelho por reflectância total atenuada do DBG e das nanofibras 

produzidas, respectivamente. Analisando, o espectro de absorção do DBG está 
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de acordo com a literatura. As principais bandas de absorção correspondem ao 

estiramento de ligações N-H (3422 cm-1), estiramento de ligações C-H em 

aromáticos (2958 cm-1), estiramento de ligações C=O (1729 cm-1), estiramento 

de ligações C=N (1608 cm-1) e estiramento de ligações C=C em aromáticos 

(1580 cm-1).86; 87 O espectro de absorção de todas as fibras equivale ao 

espectro de absorção do PCL. As bandas em 2945 cm-1 e 2867 cm-1 são 

atribuídas ao estiramento da ligação C-H do hidrocarboneto do PCL. A banda 

intensa e estreita em 1722 cm-1 está associada ao estiramento das ligações 

C=O dos grupos carbonila do polímero.  A banda em 1294 cm-1 refere-se ao 

estiramento de ligações C=O e C=C características da fase cristalina. 1239  

cm-1 e 1165 cm-1 são o estiramento ssimétrico e assimétrico de C-O-C, 

respectivamente. 88; 89 

É esperado que os espectros de todas as fibras apresentem somente as 

bandas referentes ao polímero, pois tanto o fármaco quanto as nanopartículas 

estão encapsulados e não presentes na superfície. Além disso, a proporção 

fármaco-partícula/ PCL é baixa. 90 

Figura 21. Espectro de absorção do infravermelho do DBG na região de 4000 a 500 
cm-1. 
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Figura 22. Espectros de absorção na região do infravermelho das nanofibras de PCL 
(FPCL), com ZnOH (FZnO-H), ZnOCP (FZnO-C), DBG (FDBG), nanopartículas ZnOH e DBG 
(FZHD) e nanopartículas ZnOCP e DBG (FZCD) na região de  (a) 4000-500 cm-1 e (b) 
1800-500 cm-1. 

 

5.3.6.  Ângulo de contato 

A medida do ângulo de contato de uma gota de água com a superfície das 

nanofibras indica a molhabilidade do material, permitindo analisar a hidrofilia 

relativa da superfície das nanofibras. Uma gota de água em superfícies 

hidrofílicas tende a se espalhar e em superfícies hidrofóbicas, tende a manter 

sua forma esférica. Dessa maneira, quanto maior o ângulo de contato, mais 

hidrofóbica é a superfície. 91  

Na Figura 23, estão representados os valores dos ângulos de contato de gotas 

de água com a superfície das nanofibras após 1 segundo e 1 minuto de 

contato. A fibra de PCL apresenta ângulo de contato em torno de 77° que não 
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varia significativamente com o tempo de 1 minuto. Observa-se que a presença 

das nanopartículas de ZnO aumenta o ângulo de contato, e por outro lado a 

presença do fármaco diminui. Esse efeito, previamente observado na literatura, 

ocorre devido à hidrofobicidade das nanopartículas de ZnO. 56; 92 A presença do 

fármaco nas nanofibras, por sua vez, provoca um efeito oposto ao das 

nanopartículas de ZnO. Quando uma gota de água entra em contato com as 

fibras contendo o DBG, ela é rapidamente absorvida, este efeito está 

representado na Figura 24. O aumento da hidrofilia das fibras está relacionado 

à interação do DBG com a água, que é relativamente mais intensa do que a 

interação do PCL e das nanopartículas de ZnO. Este resultado é importante, 

pois mostra que as fibras que encapsulam o fármaco não são muito 

hidrofóbicas. Consequentemente, é provável que esses materiais apresentem 

uma adesão celular eficiente, melhorando sua biocompatibilidade e 

possibilitando o uso dessas fibras como implantes e sistemas de liberação. 93  

Figura 23. Valores dos ângulos de contato de uma gota de água com a superfície das 
nanofibras 1 segundo e 1 minuto após gotejamento. 

 

Figura 24. Ilustração da absorção de uma gota de água com a superfície das 
nanofibras que contêm o fármaco DBG. 
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A caracterização físico-química mostrou que não existem diferenças 

significativas entre as nanofibras com as nanopartículas de ZnO obtidas pelos 

métodos de coprecipitação e hidrotérmica. Dessa maneira, os próximos 

experimentos foram realizados somente com as nanofibras/nanopartículas 

ZnOH, pois o método hidrotérmico seria o mais indicado para uma produção em 

larga escala. 

 

5.4. Método de quantificação do etexilato de dabigatrana 

O método para quantificação do DBG foi desenvolvido com a técnica de 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas, seguindo 

trabalhos descritos na literatura. 94; 95 

Os fragmentos analisados estão representados na Figura 25. O pico mais 

intenso, referente ao fragmento m/z = 289, foi utilizado para a quantificação do 

fármaco, enquanto o pico de menor intensidade, m/z = 435, foi utilizado para 

confirmação do composto de origem (íon qualificador). 86; 96 

Figura 25. Representação do íon pai do DBG e dos fragmentos quantificador (m/z 
289) e qualificador (m/z 435). 

 

Fonte. Autora 
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O método foi utilizado para gerar uma curva de calibração, Figura 26, a partir 

de soluções de concentrações conhecidas de um padrão de DBG em metanol. 

A equação da reta foi utilizada para calcular a concentração do fármaco nos 

testes seguintes. 

Figura 26. Curva de calibração para quantificação do DBG com o método 
desenvolvido no UPLC. 

 

 

5.5. Determinação da concentração de etexilato de dabigatrana nas fibras 

As fibras FDBG e FZHD foram dissolvidas em diclorometano e a quantidade de 

fármaco encapsulado foi calculada. O valor é representado em relação à 

massa de DBG adicionada à solução polimérica. Os resultados mostram que 

tanto a fibra contendo somente o fármaco quanto a fibra que apresenta as 

nanopartículas de ZnO, possuem uma boa eficácia de encapsulamento, FDBG = 

(87,9 ± 5,4) % e FZHD = (84,9 ± 5,9) %. Esses valores próximos são esperados, 

já que os diâmetros internos das fibras são similares. O valor elevado de 

carregamento do fármaco (drug loading) das nanofibras está associado à sua 

elevada razão área superficial/volume, indicando novamente seu uso em 

aplicações biomédicas. 97 
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5.6. Cinética de liberação do etexilato de dabigatrana in vitro 

O estudo da taxa de liberação do fármaco dos nanomateriais preparados é 

importante para avaliar suas possíveis aplicações. A liberação do fármaco da 

sua matriz pode ser classificada em liberação imediata e liberação modificada. 

Na primeira, a liberação ocorre imediatamente após a administração do 

medicamento. Já a segunda se divide em duas classes: liberação retardada e 

liberação sustentada. Na liberação retardada, o fármaco é liberado certo 

período após a administração e na liberação sustentada, a liberação é 

prolongada, geralmente em doses menores. Além disso, a liberação modificada 

também pode envolver a liberação direcionada, na qual o fármaco é 

administrado diretamente no local de ação ou o sistema apresenta 

propriedades físico-químicas que direcionam o agente ativo para seu alvo. 98  

Usualmente, utiliza-se uma solução tampão de PBS para se estudar a cinética 

de liberação. Os resultados desse estudo feito para as nanofibras contendo o 

DBG com e sem as nanopartículas de ZnO estão representados na Figura 27. 

A curva de calibração indica que menos de 15% do fármaco é liberado em 

cerca de 160 horas de experimento. Observam-se também duas regiões 

cinéticas de liberação, a primeira nas 8 horas iniciais com uma taxa de 

liberação mais rápida e a segunda, nas horas seguintes, com uma velocidade 

mais baixa de liberação.  

O experimento foi interrompido após 168 horas (7 dias), pois a concentração do 

fármaco liberado já se encontrava no limite de detecção do método. As fibras 

foram então dissolvidas em diclorometano e o DBG residual foi quantificado. 

Foi determinado que a fibra FDBG ainda continha (81,0 ± 7,9) % do fármaco e a 

fibra FZHD (71,0 ± 7,9) %. Esses valores elevados são indício de que a liberação 

do DBG em um meio puramente aquoso não é favorecida, o que pode ser 

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

 

A fim de estudar melhor o quanto a questão da solubilidade influencia na 

liberação, o sinal analítico referente ao DBG na presença de misturas com 

diferentes proporções de metanol e PBS foi avaliado. Todas as soluções 

utilizadas para gerar o gráfico da Figura 28 apresentam a mesma concentração 

de DBG, no entanto, é possível observar variações significativas na exatidão da 

medida. Quando o fármaco é inicialmente dissolvido em metanol e 

posteriormente misturado com PBS, a medida é bastante exata. Entretanto, 

quando o fármaco é inicialmente dissolvido em PBS, é evidente que o valor de 

concentração medido é bem diferente do valor real. Quanto maior a presença 

de metanol na mistura, mais exata fica a medida, sendo que o mais próximo 

que se alcança é cerca de 60% do valor real. Esses resultados mostram que a 

quantificação do DBG pelo método utilizado está diretamente à sua 

solubilização.  

Figura 28. Efeito do metanol na exatidão da quantificação de DBG partindo de uma 
solução 100% metanol e outra 100% água. 
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No caso da liberação, o fármaco se encontra em uma matriz hidrofóbica imersa 

em um meio aquoso. Dessa forma, dois fatores influenciam no baixo teor de 

liberação. O primeiro é a solubilidade, como demonstrado. O DBG que sai da 

fibra não se dissolve completamente no PBS e mesmo com a adição de 

metanol a essa solução, a medida não é 100% exata. O segundo, que também 

explica o elevado resíduo de fármaco nas fibras, são as interações hidrofóbicas 

entre o DBG e o polímero.  As interações DBG -PCL são mais favoráveis que 

as interações DBG - água, dessa forma existe uma tendência de o fármaco 

permanecer na fibra e em sua superfície, já que não é dissolvido pelo meio. 

Assim, com o intuito de mostrar esse efeito do metanol na liberação, o 

experimento foi repetido imergindo as fibras em uma solução de PBS e metanol 

1:1. Os resultados apresentados na Figura 29, mostram que na primeira hora já 

se atinge um limite de liberação, cerca de 65% para FDBG e 35% para FZHD. Isso 

indica que o fármaco é liberado mais rapidamente em um meio em que é 

solúvel como discutido anteriormente.  Esses resultados estão de acordo com o 

trabalho de Zhang et al., no qual o efeito de diferentes proporções de etanol no 

meio de liberação foi avaliado.31 No caso da fibra que contém as 

nanopartículas de ZnO, percebeu-se, no entanto, que a quantidade de fármaco 

liberado não foi tão alta. Esse efeito pode ser resultado de uma interação entre 

o fármaco e as nanopartículas, que costumam apresentar propriedades 

adsorventes devido às suas elevadas áreas superficiais. 

Figura 29. Perfil de liberação do DBG presente nas nanofibras em solução 
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 avaliação de como a liberação do fármaco aconteceria no meio 

fisiológico. No corpo humano, as nanofibras se encontrariam em um ambiente 

majoritariamente aquoso, no qual a biodegradação do polímero aconteceria 

gradualmente. No caso do PCL, esse processo poderia levar até dois anos, o 

que possibilitaria a liberação sustentada do DBG. 99 Além disso, os dados do 

estudo da cinética de liberação associados a modelos matemáticos podem ser 

usados para prever o mecanismo de liberação do fármaco. No caso de 

nanofibras de PCL, a liberação pode acontecer, majoritariamente, por dois 

mecanismos: (i) difusão através da matriz polimérica para o tecido e (ii) erosão 

e biodegradação das camadas superficiais da fibra. 100 

O modelo matemático que melhor descreve a liberação de fármacos de 

nanofibras de PCL, segundo a literatura, é o modelo de Higuchi. 101; 102 Esse 

modelo é baseado no princípio de Fickian, no qual a liberação acontece via 

difusão do fármaco a partir da entrada de líquido na matriz sólida ou semi-

sólida. 103 Dessa forma, os dados da cinética de liberação das fibras foram 

tratados segundo à equação de Higuchi (equação 1), onde Qt é a quantidade 

de fármaco liberada no tempo t e KH é a constante de liberação de Higuchi. 𝑄𝑡  = 𝐾𝐻𝑡1/2 

As Figuras 30 e 31 mostram as curvas de liberação ajustadas ao modelo de 

Higuchi para as fibras FDBG e FZHD, respectivamente. É evidente a presença de 

dois estágios de liberação para a fibra contendo somente o DBG, sendo o 

primeiro com uma inclinação mais acentuada e, portanto, uma difusão mais 

rápida do fármaco. Já a fibra que contém também as nanopartículas apresenta 

três regiões distinguíveis de liberação. A primeira e a segunda são próximas 

em termos de inclinação e demonstram uma liberação bem mais rápida que a 

terceira. Apesar de similares, os valores das inclinações dos dois tipos de fibra 

indicam que a presença das nanopartículas de ZnO aceleram levemente a 

difusão do DBG da matriz.  
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Figura 30. Cinética de liberação do DBG a partir das nanofibras FDBG pelo modelo de 
Higuchi (a) com os ajustes para a primeira (a) e a segunda (b) regiões cinéticas de 
liberação. 

 

Figura 31. Cinética de liberação do DBG a partir das nanofibras FZHD pelo modelo de 
Higuchi (a) com os ajustes para a primeira (a), a segunda (b) e a terceira (c) regiões 
cinéticas de liberação. 
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5.7. Teste de citotoxicidade 

O ensaio de MTT está associado ao metabolismo celular, sendo utilizado para 

avaliar a viabilidade celular, a proliferação de células e a citotoxicidade de 

fármacos e outros materiais. 104 De acordo com a viabilidade celular, os 

materiais podem ser classificados como não citotóxicos (> 90%), levemente 

citotóxicos (60-90%), moderadamente citotóxicos (30-59%) e altamente 

citotóxicos (<30%). 105 Na Figura 32, encontram-se os resultados de viabilidade 

celular para as nanofibras, as nanopartículas de ZnO e o fármaco puro. 

Observa-se que as fibras FPCL e FDBG podem ser consideradas não citotóxicas. 

O DBG puro apresenta-se levemente citotóxico, o que pode estar associado ao 

uso de metanol no preparo da solução usada no experimento. As 

nanopartículas de ZnO e as fibras que as contêm mostraram-se levemente e 

moderadamente citotóxicas, respectivamente. A citotoxicidade associada às 

nanopartículas de ZnO está diretamente ligada à concentração das 

nanopartículas.  A concentração estimada de ZnO no disco de fibra utilizado é 

de cerca de 50 μg/disco, que é a mesma concentração da suspensão de 

nanopartículas utilizada. Segundo à literatura, essa concentração deveria ser 

no máximo 10 μg/disco para apresentar um resultado não citotóxico. 106 Estima-

se que a citotoxicidade das nanofibras contendo as nanopartículas é superior, 

devido à presença de aglomerados de ZnO. 

Figura 32. Ensaio de MTT com células L929 das nanofibras, do DBG e das 
nanopartículas de ZnO. 

 

Comentado [RS3]: Flávia esse teste de citotoxicidade com 
metanol não faz sentido. Quando se tem substâncias hidrofóbicas o 
teste seria feito com DMSO, essa seria a boa prática; 
Porém a essa altura não nada a fazer, mas não faz muito sentido 
esse resultado. Deve estar preparada para as criticas da banca 
examinadora. 
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5.8. Teste de hemólise 

O teste de hemólise permite avaliar a biocompatibilidade dos materiais com as 

células sanguíneas. Esta análise é importante, pois os nanomateriais 

produzidos entrariam em contato com o sangue no meio fisiológico. 107 

Segundo o método utilizado, uma taxa de hemólise inferior a 5% indica que o 

material é não tóxico para o sangue. Na Figura 33, observa-se que todas as 

nanofibras analisadas podem ser consideradas biocompatíveis com as células 

sanguíneas. Este resultado torna bastante promissor o uso desses 

nanomateriais em aplicações biomédicas. 

Figura 33. Valores de taxa de hemólise para as nanofibras. 

 

5.9. Teste de anticoagulação 

O teste de anticoagulação também é importante para avaliar a 

hemocompatibilidade dos nanomateriais. É de extrema importância que, 

quando um fármaco e/ou dispositivo entra em contato com o sangue, não se 

desencadeie um processo de coagulação. 62 No caso das nanofibras 

produzidas, esse teste é ainda mais relevante, já que estas encapsulam um 

fármaco anticoagulante DBG.  

O gráfico da Figura 34 deve ser interpretado da seguinte forma: quanto maior a 

absorbância, em relação ao grupo controle, menos evidente é a formação de 

coágulo e, portanto, melhor é a atividade anticoagulante do material. Dessa 

maneira, tem-se que as fibras que não contêm o DBG apresentam maior 

coagulação e que as fibras que contêm o fármaco apresentam efeito 
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coagulante. Esses resultados, novamente, indicam o potencial uso desses 

materiais em aplicações biomédicas.  

Figura 34. Resultados do teste de anticoagulação para as nanofibras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusão 
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Os métodos de coprecipitação e hidrotérmico foram eficazes na produção de 

nanopartículas de ZnO, com tamanhos médios inferiores a 50 nm. Sendo o 

método hidrotérmico o que gerou nanopartículas com morfologia mais 

uniforme. 

O processo de eletrofiação foi satisfatório na produção de fibras uniaxiais, com 

diâmetros médios variando de 225 a 350 nm. A presença das nanopartículas 

de ZnO e do fármaco DBG levou a uma ligeira redução do diâmetro das 

nanofibras de PCL.  

O trabalho provou o encapsulamento eficiente do fármaco nas nanofibras (drug 

loading > 80%), sendo a liberação via difusão do DBG em meio aquoso lenta e 

similar tanto para a fibra contendo somente o fármaco quanto para a fibra com 

nanopartículas de ZnO.  

O estudo de citotoxicidade mostrou que a fibra com DBG foi não citotóxica e 

que a presença das nanopartículas de ZnO causou uma citotoxicidade 

moderada.  E os estudos de hemocompatibilidade mostraram que todas as 

fibras não provocam hemólise 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 liberação do anticoagulante DBG.  
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