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Desenvolvimento de um sistema nanoestruturado para coencapsulacao de aciclovir

e acidos gordos omega-3 por electrospinning

Resumo

As infecdes herpéticas e em particular as infecdes causadas pelo Herpes simplex virus (HSV)
estdo entre os agentes etioldgicos das infecdes humanas mais comuns, afetando cerca de 67 % da
populacdo mundial. O tratamento padrao para o herpes oro-facial consiste na administracao de farmacos
antivirais entre os quais se destaca o aciclovir (ACV). Apesar da eficacia terapéutica, a posologia do
ACV requer uma administracdo continua e repetitiva de doses elevadas (cerca de 200 mg, a cada 5
horas). A possibilidade de associar os antivirais a outros compostos bioativos, em particular aos acidos
gordos 6mega-3 que promovem a angiogénese acelerando a cicatrizacdo do tecido lesado, tem sido
defendida. Quer o ACV quer os acidos gordos démega-3 apresentam, nas suas formulacdes classicas,
problemas galénicos e de farmacocinética. Deste modo, outras formulacdes e vias de administracéao
tém sido propostas.

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um sistema nanoestruturado para a
coencapsulacdo de ACV e acidos gordos dmega-3 para aplicacao cutanea para o tratamento do herpes
labial. Para tal foram selecionados dois polimeros, a policaprolactona (PCL) e a proteina zeina e através
da técnica de electrospinning produziram-se nanofibras destes polimeros. As nanofibras de PCL foram
as selecionadas para fazer a coencapsulacao dos dois compostos bioativos. Procedeu-se a sua
caracterizacao por diversas técnicas: microscopia eletronica de varrimento (SEM), espetroscopia de
dispersao de energia de raios-X (EDS), espetroscopia de absorcao no infravermelho (FTIR), calorimetria
diferencial de varrimento (DSC), estudo da molhabilidade por avaliacdo do angulo de contacto e
difracao de raios-X (XRD). Foram ainda feitos alguns estudos avaliativos do interesse terapéutico dos
sistemas desenvolvidos, tais como a determinacdo do seu fator oclusivo, da sua capacidade de
permeacao cutanea e da sua biocompatibilidade avaliada pela viabilidade de linhas celulares de
queratinocitos e fibroblastos. O sistema polimérico nanoestruturado desenvolvido revelou ser
promissor, devido as suas caracteristicas mecanicas e capacidade de veiculacdo e libertacao dos
compostos bioativos, tendo ainda revelado um efeito oclusivo favoravel a penetracdo cutanea dos
compostos bioativos € uma baixa citotoxicidade. Aspetos a melhorar neste sistema incluem uma
possivel modificacao superficial ou associacdo a um sistema de penso para melhorar a adesao celular
e consequentemente melhorar a permeacao cutanea.

Palavras-Chave: Nanofibras poliméricas, Aciclovir; acidos gordos émega-3; Electrospinning,

Policaprolactona e Proteina zeina.
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Development of a nanostructured co-delivery scaffold for

Acyclovir and omega-3 fatty acids via electrospinning

Abstract

Herpetic infections, in particular infections caused by Herpes simplex virus (HSV) are among
the most common human infections, affecting for around 67% of the world's population. The standard
treatment for oro-facial herpes is the administration of antiviral drugs, mostly acyclovir (ACV). Despite
the therapeutic efficacy, the dosing use of ACV requires a continuous and repetitive administration of
high dose (about 200 mg, every 5 hours). The possibility of associating antivirals with other bioactive
compounds, in particular omega-3 fatty acids that promote angiogenesis, accelerating the healing of
the injured tissue, has been supported. Both ACV and omega-3 fatty acids present, in their classic
formulations, galenic and pharmacokinetic problems. Thus, other formulations and routes of
administration have been proposed.

The aim of this work was the production of a nanostructured system for co-encapsulation of
ACV and omega-3 fatty acids with cutaneous application for the treatment oro-facial herpes. For this,
two polymers were selected, polycaprolactone (PCL) and zein protein and by the electrospinning
technigue nanofibers of these polymers were produced. The PCL nanofibers were selected to co-
encapsulated the two bioactive compounds and their was characterization was made by several
techniques: scanning electron microscopy (SEM), energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS), infrared
absorption spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), study of wettability by contact
angle evaluation, and X-ray diffraction (XRD). After the characterization, many studies were carried out
indicating the therapeutic interest of the developed systems, such as the determination of the occlusive
factor, skin permeation capacity and its biocompatibility evaluated by the effect on the viability of
keratinocyte and fibroblast cell lines. The developed nanostructured polymer system has been shown
to be promising for its mechanical characteristics and the ability to deliver and release the bioactive
compounds, it has also shown a suitable occlusive effect on skin penetration of the bioactive
compounds. As a positive feature there is still to be mentioned its low cytotoxicity. Improvements in
this system include a possible surface modification or association to a dressing system to improve cell
adhesion and consequently improve skin permeation.

Keywords: Polymeric nanofibers, Acyclovir; Omega-3 fatty acids; Electrospinning;

Polycaprolactone and Protein zein.
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Introducao

Os virus da familia Herpesviridae e em particular os subtipos 1 e 2 das espécies Herpes
simplex virus (HSV) estdo entre os agentes etiologicos das infecdes humanas mais comuns,
afetando cerca de 67 % da populacdo mundial [1,2]. Estes agentes virais sdo responsaveis por um
amplo conjunto de patologias que podem variar deste simples lesdbes mucocutaneas oro-faciais e
genitais de facil tratamento (por exemplo: gengivo-estomatites, herpes labial e herpes genital) até
infecbes mais graves que afetam os olhos (ceratoconjuntivite) e o sistema nervoso central
(encefatite herpética e meningites) [1,3,4]. Dada a elevada prevaléncia de infecbes virais, a
industria farmacéutica tem concentrado os seus esforcos no desenvolvimento de farmacos
antivirais.

Descoberto na década de 70, o aciclovir (ACV) é um pro-farmaco, analogo da 2'-
desoxiguanosina, conhecido pela sua atividade antiviral contra o HSV. O ACV atua na enzima DNA
polimerase viral impedindo a replicacdo do virus no organismo do hospedeiro. O ACV é
considerado o farmaco de eleicdo para o tratamento de infecdes causadas pelos subtipos 1 e 2
do HSV (HSV1 e HSV?2) e ainda para o tratamento de infecdes provocadas por outros virus da
familia Herpesviridaee, tais como infecdes provocadas pelo virus varicela zoster (VZV ou HHV3),
virus Epstein-Barr (EBV ou HHV4) e citomegalovirus (CMV ou HHV5). No entanto, apesar da sua
eficacia ao nivel do alvo viral, o ACV apresenta uma série de limitacdes relacionadas com a sua
farmacocinética, o que se reflete numa menor eficacia terapéutica. Entre elas encontram-se: (i) a
baixa biodisponibilidade do farmaco no organismo (apds toma oral apenas 10-20 % do farmaco
sd0 absorvidos ao nivel gastrointestinal); (ii) a sua curta semi-vida plasmatica (2,5 horas) e (iii) a
sua baixa lipofilicidade e baixa solubilidade em agua. Estas limitacdes aliadas a uma elevada
excrecdo do ACV na forma inalterada através da urina, assim como a uma elevada distribuicao
inespecifica do farmaco em tecidos que nao constituem o seu alvo terapéutico (designada por
distribuicao offfarger), leva a necessidade de uma administracao repetida de doses elevadas de
ACV para atingir os niveis terapéuticos (por exemplo, na maioria das infecdes é recomendada uma
administracdo oral de 200 mg de ACV, 5 vezes por dia, durante 10 dias). Outro dos problemas
associados ao ACV é a ocorréncia de flebites, causadas pela precipitacdo de cristais do farmaco
nos tubulos renais, principalmente em administracao intravenosa. Torna-se assim evidente a

necessidade de desenvolver sistemas alternativos que permitam a veiculacao e distribuicao do
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ACV de forma a minimizar os problemas farmacocinéticos deste farmaco. Neste sentido tém sido
desenvolvidos nanossistemas para a veiculacao do ACV de forma a aumentar a eficacia terapéutica
e reduzir os efeitos secundarios do mesmo [5,6].

As nanofibras poliméricas produzidas por electrospinning surgem como um recurso
promissor para a veiculacao de farmacos devido a elevada relacdo superficie-volume e a sua
elevada porosidade, permitindo uma elevada eficiéncia de encapsulamento. Por outro lado, o
electrospinning apresenta-se como uma técnica simples que, pela simples aplicacao de um campo
elétrico a uma seringa contendo uma solucao polimérica e mediante a evaporacao do solvente
dessa solucdo, permite a formacao de nanofibras poliméricas que se depositam num coletor [7].
As nanofibras produzidas por esta técnica apresentam-se como veiculos versateis para diversas
aplicacoes terapéuticas, uma vez que através da alteracao dos parametros de processamento do
electrospinning é possivel adaptar as propriedades das nanofibras a utilizacado em causa [8].

De acordo com o exposto, o objetivo desta dissertacdo é a coencapsulacdo de dois
compostos bioativos (o farmaco ACV e o 6leo de peixe rico em acidos gordos 6mega-3) em
nanofibras poliméricas produzidas por electrospinning para o tratamento de infecdes herpéticas.
A coencapsulacao foi uma opcao tomada, pois tem sido descrito que para além dos antivirais,
outros compostos (analgésicos, nutracéuticos ou outros compostos bioativos) podem ser
administrados de forma a minimizar a sintomatologia decorrente das infecdes herpéticas, por
exemplo para aliviar a dor e prurido ou melhorar a cicatrizacao apos a lesdao [9]. Neste contexto,
destaca-se 0 uso de acidos gordos essenciais, como os acidos gordos émega-3, que quando
colocados sobre o tecido lesado promovem a angiogénese acelerando a cicatrizacdo, conseguindo-
-se assim um efeito sinérgico no tratamento das lesdes [10]. Assim, através do desenvolvimento
deste sistema espera-se obter um dispositivo que permita uma aplicacdo topica com uma
libertacao controlada do ACV de forma a melhorar as limitacdes das formulacdes convencionais e
0s problemas farmacocinéticos deste farmaco. Por outro lado, os 6mega-3 sao coadministrados
com o objetivo de atuarem ao nivel do tecido lesado acelerando a cicatrizacao do mesmo.

De forma a obter uma formulacao definitiva com uma matriz polimérica que permitisse
atingir os objetivos propostos procedeu-se a estudos de pré-formulacao onde foram testadas duas
matrizes poliméricas constituidas por dois polimeros com lipofilicidade e caracteristicas mecéanicas
diferentes — a policaprolactona (PCL) e a proteina zeina. Nestes estudos de pré-formulacao

pretendeu-se avaliar qual o sistema mais promissor para a aplicacdo pretendida, comparando-o



com a formulacdo comercial Zovirax™ creme. Apds a selecdo do melhor sistema, este foi
caracterizado ao nivel topografico, estrutural, mecanico e térmico (entre outros), tendo sido
também estudada a taxa de libertacao dos principios bioativos.

Esta dissertacdo encontra-se organizada em 6 capitulos. O capitulo 1 tem como objetivo
contextualizar a utilizacdo de nanossistemas para a veiculacdo de compostos bioativos, assim
como as vantagens que estes sistemas proporcionam ao nivel da coencapsulacdo de compostos
com atividades terapéuticas sinérgicas.

No capitulo 2 as infecdes herpéticas sado caracterizadas quanto a sua incidéncia,
manifestacdes clinicas e tratamento. Neste capitulo serdo ainda abordados os farmacos antivirais
e os compostos nutracéuticos utilizados nesta dissertacdo e identificados os problemas
farmacocinéticos dos mesmos.

No capitulo 3 ¢é descrita a técnica de electrospinning. E abordada a origem e o
desenvolvimento desta técnica, assim como os seus parametros de processamento. Analisa-se
também como é que os polimeros usados influenciam os parametros de processamento e
fundamenta-se a escolha dos polimeros utilizados neste trabalho. Por ultimo, sdo analisadas as
potencialidades das nanofibras produzidas por electrospinning como scaffolds para a veiculacdo
de farmacos, dando-se exemplos da sua utilizacao.

No capitulo 4 sao descritos os materiais e 0s procedimentos experimentais utilizados ao
longo desta dissertacdo, quer na producdo das nanofibras por eflectrospinning, quer na sua
caracterizacao.

No capitulo 5 sao apresentados os resultados relativos aos procedimentos experimentais
utilizados. Neste capitulo sdo ainda discutidos os resultados obtidos tendo por base os
conhecimentos tedricos e praticos de cada uma das técnicas de caracterizacdo assim como a
bibliografia utilizada.

No capitulo 6 sao apresentadas as principais conclusdes retiradas deste trabalho sendo
dada uma perspetiva futura do mesmo.

No capitulo 7 sao enumeradas as referéncias bibliograficas utilizadas nesta dissertacéao.

Por ultimo, no capitulo 8 sao apresentados os anexos deste trabalho.

A referenciacao bibliografica segue as indicacdes do /EEE Editorial Style Manual,






Capitulo 1

Aplicacao da Nanotecnologia
a Industria Farmacéutica






1. Aplicacao da Nanotecnologia a Indistria Farmacéutica

conceito de nanotecnologia foi inicialmente apresentado em 1959 por Richard

Feynman, numa palestra intitulada “ 7here’s plenty of room at the bottorn”, onde

este prop6s a possibilidade, ainda que teérica, de manipular de forma individual
atomos e moléculas. Do ponto de vista experimental, a primeira publicacdo que refere o uso da
nanotecnologia data de 1974, onde o autor Norio Taniguchi descreve o uso de técnicas de
deposicao de filmes finos e feixes de energia, com controlo de tamanho na escala nanométrica
[11,12]. Taniguchi definiu a nanotecnologia como uma ciéncia que consiste no processamento,
consolidacao e deformacao de matérias a escala atomica [13]. Nos anos seguintes o conceito foi
aprofundado e foi sofrendo alteracdes por ser um dominio cientifico emergente [14].

Na palavra nanotecnologia o prefixo “nano” deriva do grego “nanos” que significa anao
(pequeno tamanho). A nanotecnologia pode entao ser definida como uma ciéncia que tem como
objetivo o estudo, o desenvolvimento e a manipulacao de sistemas ou dispositivos a escala
nanomeétrica, com dimensdes compreendidas entre 1 e 1000 nm. No entanto definicdes mais
restritas consideram a escala nanométrica entre 0,1 e 100 nm [11,15]. A nanotecnologia é
atualmente uma area transversal a todas as areas da sociedade com aplicacdes em todas os
dominios tecnoldgicos, como energia, ciéncias ambientais, eletronica, seguranca, industria
alimentar, transportes, exploracao espacial, medicina e industria farmacéutica [14,15]. De entre
as aplicacdes enumeradas uma das que apresenta um maior potencial com impacto direto na vida
dos seres humanos é a aplicacdo da nanotecnologia na area biomédica. Esta conjugacao da
biomedicina e nanotecnologia originou um novo conceito — a nanomedicina. O termo
nanomedicina surgiu nos Estados Unidos pelo National Institute of Health e descreve a aplicacdo
da nanotecnologia no estudo e concecao de sistemas ou dispositivos hanométricos para uso na
pratica clinica. Trata-se de uma area de estudo que se destina ao diagnostico, prevencao,
monitorizacao e controlo dos sistemas biolégicos com o objetivo de melhorar a qualidade de vida
das populacdes [11,14,16]. Ao operar na escala nanométrica, tamanho semelhante a algumas
estruturas biologicas, a nanomedicina permite uma maior exploracdo das propriedades fisicas
decorrentes da reducdo de tamanho, aumentando a probabilidade de interacéo dos dispositivos

médicos nanométricos com as estruturas biologicas [3]. Na Figura 1 estdo representadas algumas



das areas de aplicacdo da nanotecnologia em nanomedicina, e € ilustrada a aplicacao da
nanomedicina ao nivel da industria farmacéutica.

A nanotecnologia farmacéutica € um ramo da nanomedicina que tem como objetivo o
desenvolvimento, caracterizacao e aplicacao de sistemas terapéuticos a escala nanomeétrica, com
0 objetivo de direcionar e controlar a libertacao de farmacos no local alvo através da sua veiculacao
em nanossistemas. O uso destes nanossistemas surgiu na década de 60 com a descoberta dos
lipossomas e com o desenvolvimento da microencapsulacao de compostos em particulas
micrométricas, sendo a base para o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas a escala

nanomeétrica [11,16].

Nanotecnologia

Terapia Imagiologia e
Celular/Génica Diagnéstico

i Industria )
E Farmacéutica Descoberta de Novos Farmacos

Sistemas de Entrega

Figura 1 - Representacéo das varias aplicacdes da nanotecnologia em medicina e na industria
farmacéutica. Adaptado de Coimbra, A. (2013) [12].

Os nanossistemas para a veiculacao de farmacos sao dispositivos a nanoescala, pelo
menos numa das dimensoes, atuando como ferramentas terapéuticas, de modo a melhorar as
caracteristicas dos farmacos tradicionais, nomeadamente a biocompatibilidade, a solubilidade ou
a estabilidade dos mesmos. A veiculacdo dos farmacos em nanossistemas pode dar-se por
adsorcdo do farmaco a superficie do nanossistema ou entdo por encapsulacdo do farmaco no
nanossistema e tem como principais objetivos 0 aumento da eficacia terapéutica e a reducdo da
toxicidade do composto pelo seu direcionamento para o alvo terapéutico. Estes sistemas
apresentam vantagens inerentes a veiculacdo de compostos, ou seja, permitem melhorar o perfil
farmacocinético e farmacodinamico dos farmacos através de diversas acdes benéficas: (i)
transportam os farmacos para o local alvo, ultrapassando algumas barreiras biolégicas e
aumentando a sua concentracdo no local de atuacao, aumentando assim a sua eficacia; (ii)

controlam a taxa de libertacdo do farmaco no local alvo e evitam a distribuicao oftargetdo farmaco



levando a uma reducdo significativa da concentracdo de farmaco no organismo e
consequentemente a uma reducao dos efeitos tdxicos do mesmo; (iii) melhoram a estabilidade
dos farmacos veiculados e evitam a sua degradacao precoce (protecao contra a oxidacao, hidrdlise,
fotolise, etc...) enquanto asseguram a biocompatibilidade e biodegrabilidade do nanossistema
contendo o farmaco [11,14].

A escolha do nanossistema depende da acao terapéutica pretendida, das caracteristicas
do composto a veicular e da via de administracdo [17]. Alguns exemplos de sistemas de veiculacao
de farmacos sao apresentados na Tabela 1. Dentro desses exemplos destacam-se as nanofibras
poliméricas que, principalmente ao longo da ultima década, foram ganhando especial destaque
devido as suas caracteristicas intrinsecas [18]. Em primeiro lugar destaca-se a grande relacéo
entre a superficie e o volume das nanofibras traduzindo-se numa elevada porosidade das mesmas.
A elevada superficie permite uma maior adsorcao do farmaco enquanto que a sua arquitetura
porosa permite uma maior taxa de encapsulacao. Em segundo lugar é possivel, através da variacao
criteriosa dos parametros de processamento, adaptar as propriedades das nanofibras de acordo
com a aplicacdo em causa, nomeadamente controlar o didmetro, a porosidade e a morfologia,

sendo possivel, deste modo regular o perfil de libertacao do farmaco [8].

Tabela 1 - Tipos de nanossistemas para a entrega de farmacos classificados de acordo com a sua
composicao, adaptado de Fernandes, M. (2016) [19].

Nanossistemas para a entrega de farmacos

Nanossistemas Poliméricos Nanossistemas Lipidicos Nanossistemas Inorganicos

Nanoparticulas Micelas Nanoparticulas metalicas
Nanocéapsulas Lipossomas Nanocristais
Nanofibras Etossomas

Nanoemulsdes

Transportadores lipidicos
nanoestruturados (NLC)

Nanoparticulas lipidicas
solidas (SLN)




O electrospinning é o método standard na obtencdo de nanofibras a partir de uma solucdo
polimérica sujeita a um campo elétrico intenso. A solucao polimérica é colocada dentro de uma
seringa injetora. Usando condicdes adequadas, o campo elétrico provoca o alongamento da gota
que se forma na ponta da agulha originando um jato estavel e de pequenas dimensdes. Com a
evaporacao do solvente as nanofibras sao depositadas num coletor de forma continua, formando
um tapete homogéneo, permitindo a obtencdo de fibras com elevada qualidade e resisténcia [20].

A entrega controlada de farmacos através de nanofibras poliméricas esta dependente das
propriedades das matrizes poliméricas e é também condicionada pelo tipo de polimero usado que
pode ser biodegradavel ou nao degradavel. Com polimeros ndo degradaveis o mecanismo de
libertacao da-se essencialmente através da difusdo do farmaco, enquanto que com polimeros
biodegradaveis a libertacao ocorre devido a erosao da matriz polimérica, acompanhada também
por mecanismos de difusao. A taxa de libertacdo do farmaco pode ser entdo controlada pela
escolha do polimero. Regra geral polimeros lipofilicos sao utilizados para veicular compostos
lipofilicos, enquanto os polimeros hidrofilicos sao utilizados para veicular compostos hidrofilicos.
Para além de farmacos também podem ser encapsulados compostos bioativos de origem natural
tais como oleos de peixe contendo acidos gordos dmega-3 e 6, curcumina, sorgo, proteinas e
vitaminas [8].

Apesar das vantagens associadas ao uso da nanotecnologia na industria farmacéutica,
esta apresenta ainda algumas limitacdes relacionadas com a sua aplicacdo. A medida que diminui
o tamanho das estruturas utilizadas para a veiculacdo dos farmacos, como é o caso das
nanoparticulas, aumenta a sua capacidade de penetrarem no organismo em tecidos off-target,
Outra das preocupacoes associadas a aplicacdo da nanotecnologia a industria farmacéutica,
prende-se com o método de producado dos nanossistemas terapéuticos e com a reprodutibilidade
dos mesmos. Pretende-se um método de producdo simples (de facil operacao), barato, com
elevada reprodutibilidade do processo e com facilidade de producédo a escala industrial. O custo
associado a matéria prima é também um fator essencial, uma vez que este vai interferir no custo
de todo o processo podendo levar a um aumento do custo do medicamento/produto final imputado

ao consumidor, tornando-o inacessivel a maioria da populagao [11].
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2. Infecdes Herpéticas

2.1.Infecoes herpéticas: prevaléncia e sintomatologia

s infecdes herpéticas sdo um conjunto de doencas infectocontagiosas muito comuns
no ser humano, causadas pela exposicao direta aos virus da familia Herpesviridae
ou através do contacto com objetos contaminados por estes virus [9].
Historicamente, as infecdes causadas por estes virus ja sao descritas desde a Grécia antiga, onde
Hipdcrates utilizou o termo “herpes” (do grego “rastejar”) para descrever lesdes cutaneas com
etiologias variadas [3]. O herpes genital foi identificado pela primeira vez por John Astruc, em
Franca, no ano de 1736 sendo uma doenca comum no século XVIII, especialmente em prostitutas,
pelo que foi designada como ‘doenca vocacional das mulheres’ [9]. Contudo foi apenas no final
do século XIX que estas lesdes foram reconhecidas como uma entidade clinica. Os virus da familia
Herpesviridae, tal como todos os virus em geral, podem ser definidos como agentes patogénicos
de dimensao submicroscépica cujo genoma contém acido nucleico, envolvido por uma série de
proteinas que constituem a capside, formada a partir de diversas subunidades chamadas de
capsémeros. A atividade infeciosa destes agentes patogénicos deve-se ao conjunto formado pela
capside e pelo genoma viral. Estes virus sao parasitas intracelulares obrigatorios que, apds infecao,
colocam os organelos celulares do hospedeiro ao servico do seu processo de replicacao. A familia
Herpesviridae é responsavel por infetar mamiferos, aves, répteis, peixes e outros seres vivos. Os
virus desta familia possuem um genoma extenso e embora descendam de um ancestral comum
ha pouca semelhanca gendmica entre eles. Apesar disso, todos os virus da familia Herpesviridae
possuem a capacidade de se hospedar num organismo multiplicando-se de forma eficiente. Estes
agentes patogénicos possuem ainda a capacidade de laténcia, provocando infecdes recorrentes.
O tipo de célula no qual se tornam latentes varia de acordo com a espécie [2]. Foram identificadas
cerca de 130 espécies de virus da familia Herpesviridae capazes de infetar os seres vivos, contudo
apenas oito sdo capazes de infetar o ser humano (Human herpesvirus ou HHV) e causar
manifestacdes clinicas [2].
Os virus HHV mais comuns sdo os das espécies Herpes simplex virus (HSV), em particular
0s subtipos 1 e 2 (HSV1 e HSV2) e ainda os virus varicela-zoster (HHV3 ou VZV), Epstein-Barr
(HHV4 ou EBV) e o citomegalovirus (HHV5 ou CMV) [21]. Na Figura 2 esta representada parte da
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familia  Herpesviridae assim como as respetivas subfamilias:  Alphaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae.

Ordem: Herpesvirales

Familia: Herpesviridae
Herpes simplex virus 2 (HSV2)

Human herpesvirus 3 (HHV3)
ou VZV - Virus Varicela-Zdster)

Alphaherpesvirinae

1
1\ Human herpesvirus 4

. . ,
HHV4 ou EBV - Epstein-Barr Vi
i { ou pstein-Barr Virus) Human herpesvirus 5 (HHV5) ou

Human herpesvirus 8 CMV - Citomegalovirus Humano)

(HHV8) - Virus associado

ao Sarcoma de Kaposi) Human herpesvirus 7 (HHV7)

Human herpesvirus 6
(HHV6)

| Garmmaherpesvirinae
1

Figura 2 - Diagrama da classificacao taxondmica da familia Herpesviridae.
Adaptado de Davison, A. (2010) [22] e Fonseca, B. (n/d) [23]

De todos os HHV, os HSV sado os que mais afetam o homem e as infecbes causadas pelo
HSV constituem a segunda virose humana mais comum a seguir as infecdes respiratorias virais
[4,24]. Trata-se de infecdes de distribuicdo universal, com taxas crescentes de incidéncia a medida
gue a populacdo envelhece. Dados de 2012 indicam uma prevaléncia mundial, para todas as
idades, de infecées por HSV1 e HSV2 de 67 e 11,2 %, respetivamente. Numa distribuicdo
geografica, os dados indicam uma maior prevaléncia por HSV em paises em desenvolvimento, em
particular na Africa Subsariana e no sudeste Asiatico. Por outro lado, a Europa Ocidental apresenta
as taxas mais baixas de infecdes por HSV. O HSV1 apresenta uma distribuicao igualitaria de
prevaléncia entre os sexos, enquanto que o HSV2 afeta maioritariamente as mulheres [2,9,25].
Estima-se que atualmente 40 a 70 % dos adultos apresentem lesdes herpéticas recorrentes cujo
agente etioldgico é o HSV e que na maioria das vezes é mal diagnosticada e consequentemente
nao é tratada de forma adequada [24].

Como ja foi referido, 0 HSV é um virus ubiquo e latente para o qual o ser humano ¢é o
reservatorio natural [4,26]. A transmissao de HSV ocorre mais frequentemente através do contacto
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direto local com um individuo com o virus ativo. Esta transmissao pode dar-se através do contacto
entre superficies mucosas (nasal, oral ou genital), através de secrecdes orais ou ainda através do
contacto de tecidos infetados com fissuras da pele, sendo as vias de transmissao mais comuns a
via oro-facial para o HSV1 e a via genital para o HVS2. E também reconhecida a transmissdo de
HSV a bebés recém-nascidos pelas maes infetadas [3,9,24]. O virus quando entra em contacto
com o hospedeiro pela primeira vez (primoinfecdo) penetra no interior das células epiteliais da
derme e epiderme e comeca a replicar-se de forma exponencial. Esta primeira infecdo é
normalmente assintomatica mas no caso de ocorrerem manifestacdes clinicas, a sua maioria
surge 2-3 dias apds a transmissao viral, periodo que é designado por incubacao [9].

Ao atingir o tecido conjuntivo, o virus € transportado intra-axonialmente para os corpos das
células nervosas que vao constituir o seu local de laténcia [9]. O local de laténcia viral varia de
acordo com a espécie do virus. Os virus HSV1, HSV2 e VZV, apds a primoinfecao, deslocam-se
para os ganglios nervosos sensitivos, correspondentes a regido infetada; o CMV e o EBV tém como
local de laténcia os leucdcitos, mais concretamente os linfocitos B no caso do EBV; o HHV6 e
HHV7 apresentam laténcia nos tecidos linfaticos e 0 HHV8 migra para diversos 6rgaos internos. A
infecdo dos ganglios do nervo trigémeo pelo HSV1 é a mais comum, embora possa também afetar
0s ganglios cervicais superiores e inferiores. Em infecdes genitais os ganglios da raiz do nervo
sacral (S2 a Sb) sdo os mais afetados. A replicacdo do virus nos ganglios e no tecido neuronal
apenas ocorre durante a infecdo primaria (& excecdo do EBV latente nos linfécitos B) [3]. Apos a
inoculacao inicial, o virus espalha-se pelas mucosas através dos nervos periféricos. Este tipo de
disseminacao permite a propagacao da lesao de forma sistémica [9].

0 virus permanece no hospedeiro, nestes locais de laténcia, sem se manifestar, por longos
periodos de tempo, ndo causando portanto qualquer sintomatologia. A reativacao do virus apos
laténcia tende a ser menos grave que a primoinfecdo e pode ser sintomatica ou ndo, representando
uma nova oportunidade para a disseminacdo do virus [3]. Os fatores que podem desencadear a
reativacao do virus nao sao consensuais e dependem da espécie em causa, contudo podem ser
agrupados em dois grandes grupos, fatores externos, tais como a exposicao solar € a exposicao a
ambientes quentes ou frios, e a fatores internos, que incluem traumatismos, fadiga, stress,
episodios de febre, alteragdes hormonais, imunodepressao, alteracoes dos mediadores
inflamatorios locais ou da atividade antiviral da saliva, entre outros [3,4,21]. Individuos com

sistema imunitario imaturo ou comprometido, tais como os recém-nascidos, doentes

15



transplantados, individuos seropositivos e outros individuos imunodeprimidos estao mais
propensos a infecdes por HSV, sendo a probabilidade de infecao/reativacao do virus maior quanto
maior for a imunodepressao [9].

Como foi dito, primoinfecdo por HSV é geralmente assintomatica [21] no entanto os
episoddios de reativacdo da mesma (recidivas) podem causar varias manifestacdes clinicas tais
como lesdes cutaneas ou da mucosa, podendo afetar a boca e todo o rosto, no caso de herpes
orofacial ou lesdes ao nivel dos 6rgaos genitais em casos de herpes genital. Outras sintomatologias
podem incluir lesdes oculares ou no sistema nervoso como encefalites e ainda outras lesdes da
pele e anexos (sicose herpética, eczemas e dermatite atépica). O HSV1 causa principalmente
infecbes no sistema nervoso central, garganta, face, olhos, enquanto que o HSV2 causa
principalmente infecdes anogenitais [9].

As manifestacdes clinicas do herpes orofacial, as quais se destinam o0s nanossistemas
desenvolvidos neste trabalho, podem ser divididas em trés periodos de acordo com o estadio da
doenca: (1) periodo prodromico; (2) periodo clinico ativo e (3) periodo reparatorio. O primeiro
periodo ocorre até 24 horas antes da doenca se manifestar explicitamente, permitindo ao individuo
prevenir-se de lesdes maiores e desconfortaveis. Neste periodo, o local da lesdo apresenta uma
sintomatologia desconfortavel, caracterizada por formigueiro ou sensibilidade aumentada. O local
apresenta-se eritematoso e quente ficando dorido, com episédios de prurido e ardor. O segundo
periodo pode durar entre 2 a 4 dias e caracteriza-se pelo aparecimento repentino de
microulceracdes no local da lesdo correspondendo ao aparecimento de vesiculas e bolhas (de
dimensdes superiores a 3 mm) cheias de liquido, que representam um exsudado inflamatorio
seroso (contendo leucdcitos polimorfonucleares e milhdes de particulas virais). Estas vesiculas
podem rebentar e deixar uma pequena ulceracdo com um halo eritematoso. Estas manifestacdes
locais sdo geralmente dolorosas, especialmente ao toque. O toque ou a manipulacdo do local
afetado representa um elevado risco de contaminacao, pelo que a limpeza das lesdes deve ser
feita de forma cuidadosa com gaze ou outro material descartavel. Estudos recentes indicam que
67 % dos individuos com o herpes orofacial ativo tém também o virus nas maos. Por fim o periodo
reparatorio ocorre apos a reducao do volume das vesiculas e bolhas, devido a reabsorcao do
exsudado seroso. O local apresenta-se escamoso e coberto por crosta amarela que dura em média

2 a 4 dias. Em pacientes imunocomprometidos, as recorréncias sao mais frequentes e as lesoes
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maiores, sendo que os periodos clinicos sao atipicos, podendo nao corresponder ao descrito e

podendo ainda ser observadas infecdes secundarias [4,24].

2.2.Infecoes herpéticas: terapéutica

O diagnostico das infecdes herpéticas é essencialmente clinico, efetuado a partir da
analise dos sintomas e dos sinais fisicos detetados. Pode ainda ser necessaria a realizacdo de
testes laboratoriais de forma a identificar a espécie virica de modo a tentar prever a frequéncia e
a probabilidade de reativacdo de surtos apds o primeiro contacto. Esses testes incluem a cultura
do virus, esfregacos, biopsias da pele, detecdo de anticorpos de HSV por PCR (do inglés
polymerase chain reaction) e analises imunocitoquimicas [9,24]. O uso de medicamentos
antivirais pode reduzir a infecao, reduzir a frequéncia dos surtos e aliviar os sintomas. A prevencao
da infecdo através de barreiras a transmissao viral, como o uso de preservativo e o uso de antivirais
em toma profilatica pode reduzir a disseminacao da doenca [9].

Atualmente nao é possivel a erradicacdo completa do virus HSV, ja que os medicamentos
antivirais apenas reduzem a frequéncia, a duracao e a gravidade dos surtos infeciosos [9]. A ideia
inicial para o tratamento de infecdes causadas pelo HSV era utilizar um agente antiviral capaz de
inibir a sintese do acido desoxirribonucleico (DNA) viral sem afetar o DNA da célula hospedeira. O
tratamento para o herpes foi iniciado na década de 60 com o uso experimental de analogos de
bases de DNA (a 5-iododeoxi-uridina e a 5-trifluorometildioxiuridina) de modo a impedir a replicacao
viral. Estes dois agentes sdo nucledsidos de pirimidina e poderiam ser usados numa aplicacao
topica, no entanto exibiam elevada toxicidade para serem administrados parentericamente. A
vidarabina, o primeiro nucledsido de purina que apresentou uma atividade antiviral aceitavel,
surgiu em meados da década de 1960, sendo o primeiro farmaco antiviral administrado
sistemicamente e com atividade contra o HSV. Este composto poderia ser usado ndo s6 em
aplicacoes tdpicas, mas também em aplicacdes intravenosas, embora o indice terapéutico nao
fosse muito elevado. No final da década de 1960, foram sintetizados outros agentes antivirais
derivados de nucleosidos de purina e de guanina, para o tratamento de infecbes com HSV1.
Posteriormente, com a introducdo dos analogos nucleosideos e mais especificamente com o
aciclovir (ACV), na década de 70, abriram-se portas para novas abordagens ao tratamento. A

menor toxicidade do ACV, assim como a facilidade de administracdo em relacdo a vidarabina,
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levaram a escolha do ACV como farmaco de 17 linha para o tratamento do herpes, apds aprovacao
pela Food and Drug Administration (FDA) em 1982 [5,9,27].

0 ACV esta indicado para o tratamento de infecdes cutaneas causadas pelo HSV, incluindo
0 herpes genital inicial e recorrente. Esta também indicado para a prevencao de recidivas de
infecées causadas pelo HSV em doentes imunocompetentes e em tratamentos profilaticos em
doentes imunocomprometidos. O ACV produz um efeito inibitorio da dor e pode reduzir a incidéncia
de neuralgia pds-herpética [12]. Um estudo realizado por Rompalo et a/., demonstrou que doentes
com episddios de infecao retal causada pelo HSV, tratados com 400 mg de ACV, 5 vezes por dia
apresentaram uma reducdo significativa da replicacao viral, na formacao de novas lesdes e na
duracéo dos sintomas nos casos de herpes recorrente, em comparacao com o0 grupo placebo.
Quatro dias apos o inicio do tratamento todos os pacientes tratados com ACV apresentaram uma
inibicado completa da replicacdo do virus, enquanto que no grupo de controlo e apos 10 dias, 50 %
dos doentes apresentaram o virus ativo [28]. Estas descobertas aliadas a especificidade do ACV
para atuar em células infetadas levaram ao reconhecimento da eficacia deste farmaco contra as
infecdes virais. O conhecimento do mecanismo de acdo do ACV, aliado ao progresso cientifico,
permitiu que se efetuassem melhorias na estrutura da molécula de ACV dando origem a pré-
farmacos com maior solubilidade e biodisponibilidade. Um desses pro-farmacos € o valaciclovir
gue no organismo é convertido a ACV. Esta alteracdo estrutural efetuada nos pro-farmacos de ACV
aumenta a biodisponibilidade e a semi-vida plasmatica do ACV [21].

Entre os principais farmacos anti-HSV disponiveis no mercado para aplicacao sistémica
estdo o aciclovir, o valaciclovir, famciclovir, penciclovir, ganciclovir, valganciclovir, foscarnet e
cidoforvir [9,21]. Recentemente, os regimes posoldgicos tém vindo a considerar outras hipoteses
terapéuticas para o tratamento do herpes para além do ACV. Por exemplo, Consolaro, et al. (2009)
descreve um regime posologico de 5 dias baseado na toma oral de 12 em 12 h de 500 mg de
valaciclovir (Valtrex®) indicado para o tratamento de doentes imunocompetentes portadores de
herpes peribucal e intrabucal [24]. Apesar destes novos regimes posologicos, o ACV continua a
ser um dos farmacos mais prescritos € 0 mais estudado para o tratamento de infecdes herpéticas
[21,27].

Para além dos farmacos antivirais podem ser utilizados concomitantemente outros
compostos de forma a minimizar os efeitos das infecoes herpéticas. Estes podem ser analgésicos

antipiréticos e anti-inflamatorios, tais como o paracetamol e o ibuprofeno, para o tratamento
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sintomatico da dor e para reduzir a febre e a inflamacao. Ao nivel tépico podem ainda associar-se
anestésicos como a prilocaina, lidocaina e benzocaina para aliviar a dor e o prurido. Podem-se
ainda usar compostos que tenham acdes benéficas no processo de cicatrizacdo através da
estimulacdo da angiogénese [9].

A cicatrizacao é um processo que se inicia apos a ocorréncia da lesdo e envolve uma série
de etapas originadas e coordenadas pelo organismo com o objetivo de reconstruir, estrutural e
funcionalmente, o tecido lesado. Alguns produtos nutracéuticos contribuem para o processo de
cicatrizacdo, destacando-se entre estes os acidos gordos essenciais. Os acidos gordos promovem
0 aumento da resposta imune e mantém o tecido lesado humido acelerando o seu crescimento,
estimulando o processo de cicatrizacao através da promocao da angiogénese e da epitelizacao,
para além de possuirem propriedades anti-bacterianas. A eficacia do uso de acidos gordos na
cicatrizacado de feridas comecou a ser estudada ainda na primeira metade do século XX a partir
da observacao de lesdes cutaneas. Recentemente tém sido desenvolvidos varios estudos, com a
utilizacao de acidos gordos essenciais, onde foi possivel verificar um incremento significativo no

crescimento e cicatrizacdo dos tecidos lesados [10].
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2.3. Aciclovir — um farmaco antiviral

2.3.1. Aciclovir: descoberta, origem e sintese

0O ACV foi descoberto em 1974 por Gertrude Belle Elion na Carolina do Norte quando a
Sua equipa procurava identificar um agente antiviral especifico capaz de atuar sobre o virus HSV
sem danificar as células hospedeiras. Através do estudo das vias biologicas para a sintese de
nucleotidos em diferentes organismos, como bactérias, virus e células cancerigenas, foi possivel
verificar que um dos analogos nucledticos, o ACV, inibia a replicacao do virus do herpes. A inibicao
da replicacao ocorre pela ativacao do ACV em contacto com células virais pela acao de uma enzima
especifica — a timidina quinase viral (TQV). Esta enzima é responsavel por fosforilar o ACV, dentro
da célula hospedeira e inibir a acdo da DNA polimerase [21].

0 método mais comum para sintetizar o ACV, apesar de nao ser muito rentavel, envolve
a reacdo de condensacdo da diacetilguanina com o acetato de (2-acetoxietoxi)metilo. 1zawa e
Shimagami propuseram, em 1998, outra alternativa na qual a guanina (obtida a partir da
fermentacao do Bacillus subtilis) reage com o acetato de (2-acetoxietoxi)metilo em anidrido acético
formando o diacetilaciclovir. Este produto da reacéo é posteriormente hidratado com NaOH aquoso

formando o ACV, com elevado grau de pureza, cerca de 92 % [21]

2.3.2. Aciclovir: caracteristicas fisico-quimicas

0 ACV, [9-(2-hidroxietoximetil) guanina], € um analogo nucleosidico da guanina e um
eficiente antivirico. Estruturalmente é semelhante a desoxirribose guanina, apenas com diferencas
nos carbonos 2' e 3' e no grupo 3"-hidroxilo do anel desoxi-anionico [5,21]. A sua estrutura quimica
esta representada na Figura 3. A massa molecular do ACV ¢é de 225,15 g mol™ e os seus valores
de pKa sdo de 2,27-2,52 e 9,25-9,35 [29]. A solubilidade em agua ¢ de 1,3 mgmL*a25°Ce
de 2,5 mgmL*a 37 °C [30].
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Figura 3 - Estrutura quimica do ACV (linhas sdlidas).
As linhas a tracejado representam os grupos adicionais presentes na desoxirribose guanina.
Desenhado no software MarvinSketch64. Adaptado de Elion B. (1993) [5].

2.3.3. Aciclovir: mecanismos de acao/bioativacao

O transporte do ACV, da corrente sanguinea ou dos espacos intercelulares, para o
citoplasma da célula hospedeira da-se através de proteinas transportadoras de bases dos acidos
nucleicos, como as pirimidinas e as purinas, com as quais o ACV compete. No citoplasma da
célula hospedeira infetada o ACV ¢ fosforilado por enzimas especificas e convertido a derivados
mono, di- e tri-fosfatos num processo que se conhece como a conversdo do ACV na sua forma
ativa [5,7] (Figura 4). A enzima responsavel pela primeira fosforilacdo do ACV em ACV monofosfato
€ uma timidina quinase especifica produzida pelo virus (a TQV). Esta enzima é ainda responsavel
por converter outros compostos como a timina, a desoxicitidina e varias desoxiuridinas para
derivados monofosfatados. A TQV possui uma configuracao distinta das demais TQ celulares sendo
responsavel pela seletividade do ACV para o virus. A TQV reconhece o ACV como sendo um
substrato, contudo pode aceitar outros substratos com pequenas variacbes na cadeia lateral,
desde que o grupo hidroxilo terminal seja mantido [5]. Apos a primeira fosforilacdo a enzima
guanilato quinase realiza a segunda fosforilacdo do ACV. Este processo ¢ altamente eficiente uma
vez que o ACV monofosfato ndo se acumula na célula. O passo final da fosforilacdo (a terceira
fosforilacao) pode ser realizado por um vasto conjunto de enzimas celulares, que incluem a
fosfoglicerato quinase, a nucledsido difosfato quinase e a fosfoenol piruvato quinase. Apds esta
série de reacdes é formado o trifosfato de ACV, o agente antiviral ativo. O trifosfato de ACV é
internalizado no nucleo da célula hospedeira e como € um analogo nucledsido compete com o

trifosfato de desoxiguanosina (dGTP), substrato natural da DNA polimerase viral, sendo
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incorporado em vez da dGTP na cadeia de DNA viral durante a sua sintese o que blogueia a acao

da DNA polimerase viral € cessa a replicacao do material genético viral [5,7,30,31].
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Figura 4 - Etapas de conversao enzimatica do ACV nos seus derivados fosfatados.
Adaptado de Elion B. (1993) [5].

O ACV é um inibidor eficaz na replicacdo do HHV quer /n vitro quer in vivo[5]. Em culturas
celulares (/n vitro) o ACV revelou maior atividade antiviral contra o HSV1, HSV2 e VZV apresentando
valores de ICsp (concentracao inibitoria de 50 % da replicacdo de viral) respetivamente de 0,1 uM;
0,6 UM e 4,0 uM. O ACV possui menor atividade para o EBV e o CMV apresentando para estes
virus um valor de I1Csp superior a 200 uM uma vez que estas espécies de virus nao sintetizam a
TQV necessaria para a conversao do ACV por fosforilacdo na sua forma ativa [21,30,31]. A
atividade inibitoria deste farmaco é altamente seletiva uma vez que as enzimas necessarias para
a fosforilacdo do ACV, a TQV e a guanilato quinase, sdo codificadas pelo genoma do HSV e nao
estdo presentes nas células nao infetadas [31,32]. Deste modo, o ACV pode ser considerado um
farmaco seletivo para as células infetadas uma vez que a inibicao sobre a DNA polimerase viral &
cerca de 10 a 30 % mais extensa quando comparada com a DNA polimerase das células saudaveis
[21]. Assim, em todas as espécies do virus, o ICspviral é inferior ao valor encontrado para a inibicdo
do crescimento de células do hospedeiro (>300 uM) [31]. Contudo o efeito inibitério do ACV varia
de acordo com a linha celular em causa [5]. Por exemplo, para a linha celular Vero (linha celular
derivada de rim de macaco), o ACV exibe um ICso celular de 300 uM, o que representa um valor

3000 vezes superior ao efeito do farmaco na replicacdo do DNA do HSV1 e 150 vezes superior ao
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efeito do farmaco na replicacdo do DNA do HSV2. Ja para o CMV o ACV é menos sensivel, contudo,
ha ainda uma diferenca de 30 vezes entre o efeito inibitorio sobre este virus e o efeito sobre a
linha celular estudada [5].

Em suma, a atividade e seletividade do ACV em células infetadas pode ser resumida por:
i) ativacao de uma timidina quinase especifica na célula infetada; ii) maior sensibilidade da DNA
polimerase viral para o trifosfato de ACV, em comparacao com a DNA polimerase celular; iii) maior
inativacdo da DNA polimerase viral pelo trifosfato de ACV, em comparacao com a DNA polimerase

celular, e iv) término da sintese de DNA viral por incorporacao do trifosfato de ACV [5].

2.3.4. Aciclovir no tratamento de infecdes herpéticas

0 ACV esta indicado na profilaxia e no tratamento de infecdes herpéticas, sendo que este
tratamento deve iniciar-se o mais cedo possivel apos a infecdo de modo a aumentar a eficiéncia e
os resultados terapéuticos. No caso de infecdes recorrentes o tratamento deve ser iniciado durante
a fase prodrémica ou assim que aparecem o0s primeiros sinais de lesdes [33].

0 ACV encontra-se comercializado por muitos laboratorios farmacéuticos, apresentando-se
sob diferentes formas farmacéuticas. Pode ser administrado de forma sistémica (formas orais ou
parentéricas) ou localmente, sendo utilizado em formulacdes solidas como comprimidos ou
capsulas, solucdes parentéricas para administracdo intravenosa, ou formas semi-sélidas para
aplicacao tdpica ou ocular [29,31]. As indicacdes terapéuticas para cada formulacdo variam de
acordo com a forma farmacéutica, o estado geral do doente assim como a idade (adultos e
criancas). Em Portugal, a autorizacdo para comercializacdo do ACV existe sob o0 nome comercial
de Zovirax™ desde 10 de abril de 1984 sob a forma de comprimidos e pomada oftalmica, pelos
Laboratdrios Wellcome de Portugal, Lda [7,33,34], e desde 11 de outubro de 1984 sob a forma
de suspensao oral, pelo mesmo laboratorio [33] e a partir de 5 de agosto de 1985 sob a forma de
creme pelos laboratérios GlaxoSmithKline Consumer Healthcare Produtos para a Saude e Higiene
Lda [35]. Atualmente com a perda da propriedade intelectual dos laboratorios titulares de AIM,
estas formas farmacéuticas sao asseguradas por outros laboratdrios, quer sob diferentes nomes
comerciais, quer na forma de medicamentos genéricos. No Anexo 1 encontra-se uma lista de
medicamentos aprovados pelo INFARMED (agosto 2017) cuja substancia ativa é o ACV.

As formas orais (comprimidos e suspensdo) estdo maioritariamente indicadas para o
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tratamento de infecdes causadas pelo HSV ao nivel da pele e mucosas, incluindo herpes genital
inicial e recorrente (exceto no tratamento de individuos recém-nascidos e criancas
imunocomprometidas). Esta também indicado para a supressao/prevencao de recorréncias de
infecées em doentes imunocompetentes e na profilaxia de doentes imunocomprometidos assim
como no tratamento de infecdes pelo VZV. Esta ainda clinicamente provado o efeito benéfico das
formas orais de ACV na diminuicdo da dor e na reducéo da incidéncia de nevralgias pds-herpéticas
[33,36]. As formas topicas de ACV estdo maioritariamente indicadas no tratamento de infecoes
orofaciais causadas pelo HSV1 e HSV2 na cicatrizacdo de lesdes, na atenuacdo da dor e no
tratamento do herpes labial recorrente [18,35,37].

Os comprimidos de Zovirax™ sao compostos por 200 mg de ACV, contendo como
principais excipientes celulose microcristalina, carboximetilamida sédica, povidona K 30, estearato
de magnésio e lactose anidra [33]. A posologia do ACV no tratamento do herpes varia de acordo
com o estagio da doenca e o estado do doente. A posologia mais comum para infecdes causadas
pelo HSV1 e HSV2 em adultos imunocompetentes ¢ de 200 mg, cinco vezes por dia em intervalos
de 4 horas (omitindo o tratamento de noite), durante 5 dias, no entanto em infecdes graves pode
ser considerado o seu prolongamento. Em doentes imunocomprometidos ou com baixa absorcéo
intestinal a dose deve ser duplicada para 400 mg, com o mesmo esquema de tratamento. Em
casos mais graves pode optar-se pela administracao intravenosa. Para tratamentos profilaticos os
esquemas de tratamento podem ser alterados. Em doentes imonocomprometidos, € aconselhada
uma dose de 200 mg quatro vezes por dia, com intervalos de 6 horas; em formas avancadas da
doenca a dose pode ser duplicada. Como alternativa pode optar-se pela administracao intravenosa
de ACV. A duracéo da administracao profilatica é determinada pela duracdo do periodo de infecao.
Para o tratamento de infecdes de VZV a indicacao padrao, para adultos, € de 800 mg, cinco vezes
por dia (exceto durante os periodos noturnos) durante 7 dias. Em doentes imunocomprometidos
0 esquema de tratamento é de 800 mg, quatro vezes por dia, com intervalo de 6 horas [33,36].
Nestes doentes imunocomprometidos ou com absorcao intestinal deficiente a administracao
intravenosa deve ser considerada. Em criancas imunocomprometidas com mais de 2 anos o
tratamento por infecdes contra 0 HSV1 e HSV2 é de 40 a 80 mg Kg*dia™?, divididos entre 3 a 4
tomas, num maximo de 100 mg Kg?! dial. Em criancas com menos de 2 anos deve ser
administrada metade da dose indicada para o adulto. Para o tratamento de VZV, as

recomendacOes sao: para criancas com idade superior a 6 anos, 800 mg, quatro vezes por dia;
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para criancas entre 2 e 6 anos, 400 mg quatro vezes por dia, e para criancas com menos de 2
anos, 200 mg, quatro vezes por dia. Em todos os casos o tratamento deve ser mantido por 5 dias
[33].

Na forma farmacéutica de pomada oftalmica o Zovirax™ 30 mg g esta unicamente
indicado no tratamento de queratite causada pelo HSV1 e pelo HSV2. Na sua composicdo contém
3 % p/p de ACV e tem como excipiente principal a vaselina branca. A posologia € igual para todas
as idades, uma tira de pomada com cerca de 1 cm deve ser colocada na face interna do saco
conjuntival inferior cinco vezes por dia, com intervalos de 4 horas. O tratamento deve ser mantido
pelo menos até 3 dias apos a cicatrizacdo [34].

A suspenséo oral de Zovirax™ contém em cada mililitro de suspensao: 80 mg de ACV,
sorbitol (E 420) a 450 mg mL? sob a forma de solucdo de sorbitol a 70 %, hidroxibenzoato de
metilo (E 218) a 1 mg mL* e hidroxibenzoato de propilo (E 216) a 0,2 mg mL*. Outros excipientes
incluem glicerol, celulose microcristalina, aroma de laranja e agua purificada [33].

Por ultimo, o Zovirax™ creme contém 50 mg g de ACV (5 % p/p aciclovir). Outros
excipientes incluem, poloxamero, alcool cetoestearilico, laurilsulfato de sddio, vaselina branca,
monoestearatoglicerilo, propilenoglicol (E1520), agua purificada, dimeticona, estearato de
polietilenoglicol 100 e parafina liquida. Em adultos e criancas com idade igual ou superior a 12
anos, o Zovirax™ creme deve ser aplicado cinco vezes por dia, em intervalos de 4 horas (omitindo
o periodo noturno), durante 4 dias. Se apos este periodo nao tiver ocorrido a cicatrizacdo completa,
o tratamento podera ser prolongado até aos 10 dias. Nao é recomendado a aplicacao do Zovirax™
creme nas membranas mucosas, cavidade oral, olhos nem no tratamento do herpes genital, assim
como é desaconselhado em doentes gravemente imunocomprometidos. Nestes casos devera
optar-se pela administracao por outra via [35]. Os efeitos indesejados do ACV relatados em fetos

ou recém-nascidos sao nulos e a interacdo com outros medicamentos é insignificante [27].

2.3.5. Aciclovir: problemas Farmacocinéticos

0 termo “farmacocinética” foi introduzido pelo alemao F. H. Dost, em 1953 e é utilizado
para prever o comportamento e as interacdes de uma determinada substéncia no organismo,
sendo geralmente utilizada na sua definicdo a expressao: ‘o que o corpo faz ao farmaco’. A

farmacocinética compreende as etapas de absorcao, distribuicdo, metabolizacdo e eliminacao de

25



determinada substancia no organismo tendo o seu estudo, como principal objetivo, identificar as
propriedades de um farmaco /7 vivo, prever o seu transporte e distribuicdo e assim prever os
efeitos do farmaco no organismo [38].

A absorcao dum farmaco depende da concentracdo de substancia administrada, da forma
farmacéutica, do fluxo sanguineo local, da superficie de absorcao e das propriedades fisico
quimicas do farmaco. Em alguns casos, a administracado pela via oral esta sujeita ao efeito de
primeira passagem (metabolizacao pelo figado e da microflora intestinal) pelo que o farmaco é
metabolizado precocemente e apenas uma pequena dose entra na circulacao sistémica sendo
absorvida. Numa administracdo topica o farmaco pode penetrar o tecido cutaneo que é mais
permeavel no local da leséo, ou pode atravessar o estrato corneo e as diferentes camadas da pele
e atingir a circulacao sistémica sendo também absorvido. No caso de o farmaco ser administrado
por via intravenosa ou intra-arterial entrara diretamente na corrente sanguinea, pelo que a
absorcao neste caso & maxima. A absorcao de um farmaco é portanto dependente da via de
administracao e das barreiras fisiolégicas que cada via de administracéo oferece a passagem do
farmaco para a corrente sanguinea. Um parametro que indica se um farmaco ¢ bem ou mal
absorvido ¢ a biodisponibilidade. A biodisponibilidade de um farmaco no organismo é uma medida
que indica a quantidade de farmaco, na forma intacta, que chega a corrente sanguinea, sendo
normalmente calculada para cada via de administracdo em comparacdo com a administracao
intra-venosa ou intra-arterial. Um farmaco muito biodisponivel sera portanto aquele que, apds uma
determinada via de administracdo, apresenta uma absorcao elevada e préxima da conseguida por
via intravenosa ou via intra-arterial [38].

A etapa de distribuicdo de um farmaco ocorre apos a entrada na corrente sanguinea,
sendo um processo feito em fases: inicialmente o farmaco é distribuido por 6rgdos com maior
vasculatura e aporte sanguineo, tais como o sistema nervoso central, pulmdes e coracdo e
posteriormente por regides com menor fluxo sanguineo tais como o tecido adiposo. A distribuicao
do farmaco no organismo depende do grau de particao plasma/tecido, cujo valor condiciona que
o farmaco se deslogue na corrente sanguinea na forma livre ou ligado a componentes sanguineos
(como as proteinas plasmaticas). Este grau de particao é por isso um parametro importante para
avaliar a resposta farmacologica, pois apenas os farmacos na forma livre podem atravessar os
tecidos por difusao passiva e ser distribuidos pelos 6rgaos alvo. Por outro lado, o grau de particéo

também ¢ importante na avaliacdo dos efeitos toxicos de determinada substancia, uma vez que
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os farmacos altamente ligados as proteinas plasmaticas permanecem muito tempo em circulacao
podendo ser toxicos por bioacumulacao. A distribuicdo de um farmaco no organismo pode também
ser medida através da biodisponibilidade do mesmo sendo influenciada por trés fatores principais:
i) volume de distribuicao (que inclui os fluidos corporais, dentro e fora dos 6rgaos), ii) a depuracéo
renal (que reflete a quantidade de farmaco depurada pelos rins, ou seja a quantidade que €
excretada e devolvida a circulacdo sistémica) e iii) tempo de meia vida, que reflete o tempo que
decorre, apos a administracao, até o organismo eliminar metade da concentracao administrada
[38].

A metabolizacao corresponde a etapa em que o farmaco é modificado (por exemplo por
reacOes enzimaticas) tendo como resultado uma inativacao parcial ou total do mesmo. No entanto,
nem sempre a metabolizacdo é um processo que termina a acao terapéutica dos farmacos. Por
exemplo, no caso de pré-farmacos (no qual se insere o ACV) a metabolizacao é essencial a
atividade terapéutica pois a forma metabolizada é a que corresponde a forma ativa (no caso do
ACV, a forma ativa & o ACV ftrifosfato). A metabolizacao de um farmaco nao é idéntica em todas
as pessoas e esta dependente de muitos fatores, onde se inclui a idade, o sexo, patologias
associadas, uso de outros farmacos, entre outros [38].

Por ultimo ocorre a etapa de eliminacéo ou excrecao do farmaco do organismo, que tem
como principais vias a eliminacao através da urina, das fezes, do suor, das lagrima e de produtos
resultantes da respiracéo [38].

Uma vez que o conhecimento da farmacocinética de um farmaco é essencial para prever
as interacdes deste com o organismo e portanto para prever a sua acao terapéutica e os seus
efeitos toxicos, foi criado um Sistema de Classificacao Biofarmacéutica para permitir classificar os
farmacos de acordo com a probabilidade de apresentarem caracteristicas farmacocinéticas
desejaveis ou indesejaveis. Este sistema de classificacao divide os farmacos em 4 classes (Figura
5), de acordo com a sua solubilidade em agua e a sua permeabilidade ao nivel da membrana
intestinal. Assim, os farmacos pertencentes a classe | apresentam elevada solubilidade em meio
aquoso e sao rapidamente transportados através da membrana intestinal, pelo que regra geral
estes farmacos nao necessitam de nenhuma estratégia de formulacdo para aumentar a sua
absorcao. Os farmacos pertencentes a classe |l apresentam boa permeabilidade, mas uma baixa
solubilidade em agua e, deste modo, a estratégia para este tipo de farmacos passa por aumentar

a quantidade de farmaco no local da absorcao. Os farmacos pertencentes a classe Il tém baixa
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permeabilidade e boa solubilidade em agua. Neste grupo de farmacos a estratégia passa por
aumentar a permeabilidade da membrana ao farmaco, sendo que esta depende do uso de
estratégias que favorecam o mecanismo de transporte do farmaco através da membrana, quer
seja pela via transcelular quer seja pela via paracelular. Por ultimo, farmacos pertencentes a classe
IV apresentam baixa permeabilidade através da membrana e baixa solubilidade. Aqui as
estratégias passam por tentar modificar o farmaco ou formulacées de forma a aumentar a
permeabilidade membranar ao farmaco e também usar estratégias que promovam um aumento

da concentracao de farmaco [36].
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Figura 5 - Sistema de classificacao farmacéutica de farmacos segundo a solubilidade em agua e a
permeabilidade membranar dos mesmos.

Tendo por base diretrizes da Organizacao Mundial de Saude, o ACV pode ser classificado
como um farmaco de classe Ill, contudo no caso de regimes posolégicos em que sdo
administradas doses mais altas de ACV (800 mg dia™) este pode ser classificado como de classe
IV [27]. A classificacdo do ACV tem por bases as suas propriedades fisico-quimicas intrinsecas,
apresentadas no ponto 2.3.2., tais como a sua relativamente baixa solubilidade em agua e a sua
fraca permeacdo membranar (0,12x107® a 2,0x10°® cm s?) [39]. Esta classificacdo
biofarmacéutica do ACV é indicativa de que o farmaco podera apresentar problemas que afetem
o seu desempenho terapéutico e de facto os estudos farmacocinéticos do ACV confirmam estes

problemas.
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A absorcao do ACV no ser humano, ao nivel do trato gastrointestinal é baixa o que indica
que a biodisponibilidade oral do ACV é baixa (cerca de 15 a 30 %) e diminui com o aumento da
dosagem. Este facto deve-se a baixa solubilidade, propriedades de particéo lipidica ineficientes e
baixo tempo de transito gastrointestinal [29]. A concentracdo maxima obtida ocorre
aproximadamente 1,5 a 2 horas ap6s a administracao oral. A semi-vida plasmatica é de 2-3 horas
em individuos com funcao renal normal. Em pacientes anuricos (com pouca producdo de urina) a
semi-vida plasmatica do ACV pode chegar as 20 horas. Os parametros farmacocinéticos do ACV
em criancas (com mais de 1 ano) sdo similares aos dos adultos. Em recém-nascidos a semi-vida
plasmatica do ACV é ligeiramente superior, podendo alcancar as 4 horas [31].

A absorcao sistémica do ACV apds aplicacao topica também é baixa. Apds a administracao
topica de 5 % de ACV num excipiente de polietilenoglicol para o tratamento do herpes genital, o
ACV nao é detetado no plasma. Em determinados casos a administracao topica pode ser detetada
na circulacdo sanguinea, ainda que em concentracdes pequenas, mesmo em individuos com
funcao renal normal [31].

O ACV é distribuido em praticamente todos os tecidos. Esta extensa distribuicdo também
pode ser explicada pela baixa ligacdo do ACV as proteinas plasmaticas (9 a 22 %) que é
independente da concentracdo do farmaco [31]. Apesar do ACV se distribuir por todos os tecidos,
a sua distribuicdo nado é homogénea. As maiores concentracdes de ACV encontram-se nos rins,
(10 % mais elevada que a concentracao plasmatica) enquanto que as menores concentracdes se
encontram no tecido cerebral (onde atinge apenas 10 a 33 % da concentracdo plasmatica entre
0,5 a 6 horas apds administracao) [31].

A excrecao ao nivel renal é a principal fonte de eliminacdo do ACV, sendo este eliminado
por filtracdo glomerular ativa ao nivel dos tubulos renais, em doentes com uma funcao renal
normal. Alguns farmacos como a penicilina, as cefalosporinas, a probenecida, a cimetidina e o
acido para-amino-hipurico (PAH) sdo também eliminados por filtracdo glomerular ativa ao nivel dos
tubulos renais e quando administrados concomitantemente com o ACV podem competir com este
retardando a sua eliminacdo e aumentando o tempo de permanéncia do farmaco no organismo
[31,33]. Apos uma administracao intravenosa, o ACV é maioritariamente excretado na forma
inalterada. O principal metabolito do ACV identificado & o 9-carboximetoximetilguanina, que

corresponde a 8,5 a 14 % da dose total de farmaco administrada [31].
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Do exposto se conclui que os principais problemas farmacocinéticos do ACV sdo a sua
baixa absorcdo apos administracdo oral ou topica e consequentemente a sua baixa
biodisponibilidade que conjugados com um baixo tempo de semivida implicam baixas
concentracdes de farmaco a atingirem os locais de acao terapéutica. Estes problemas tém sido
contornados ou minorados pela adocdo de regimes posoldgicos que consistem numa
administracdo continuada de elevadas doses de ACV, muito superiores ao ICso requerido para um
efeito anti-viral (ver seccao 2.3.4.) No entanto, a adocdo de regimes posoldgicos que se baseiam
no uso continuado de ACV em elevadas doses aumenta a possibilidade do agente patogénico criar
resisténcia ao farmaco. Foi demonstrado, /7 vitro, que a resisténcia ao ACV pode ser devida a
reducdo da quantidade de TQV (a enzima responsavel pelo primeiro passo da ativacdo do ACV) ou
ao seu desaparecimento e substituicdo por analogos destas enzimas nao sensiveis ao ACV. Esta
situacdo nao € clinicamente relevante em doentes imunocompetentes, mas assume particular
importancia em doentes imunodeprimidos apés tratamento prolongado. Outros mecanismos de
resisténcia podem ocorrer devido a formacao de uma TQV com especificidade alterada para o
ACV ou a ocorréncia de uma mutacdo na DNA polimerase viral tornando-a inacessivel ao trifosfato

de ACV [3].
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2.4.Acidos gordos 6mega-3 — um nutracéutico essencial

2.4.1. Acidos gordos 6mega-3: origem e seus derivados

Historicamente os produtos de origem animal e vegetal, assim como os seus derivados,
constituem a base da alimentacdo humana, sendo as gorduras e os 6leos reconhecidos como
nutrientes essenciais na alimentacao humana e animal e a fonte mais concentrada de energia. A
importancia dos acidos gordos foi descrita pela primeira vez por Burr em 1929, e resulta da
impossibilidade dos animais sintetizarem estes compostos a partir de precursores estruturalmente
mais simples. Designam-se assim por acidos gordos essenciais exatamente por ndo poderem ser
sintetizados, nem pelo homem, nem pelos mamiferos, mas serem imprescindiveis numa dieta
equilibrada [40].

Os acidos gordos sdo compostos organicos formados a partir de uma estrutura de atomos
de carbono dispostos numa cadeia hidrocarbonada e um grupo carboxilico terminal (HO—C=0)

(Figura 6) [41].

Acido linolénico

Acido Eicosapentaendico

Acido Docosahexaenéico
Acido linoleico (LA) o

Acido Araquidénico (AA)

Figura 6 - Estrutruta dos diferentes acidos gordos 6mega 3 e 6.
Desenhado no software MarvinSketch64.

Os acidos gordos fazem parte da estrutura de grande parte dos lipidos e desempenham
quatro funcdes principais: i) sdo componentes estruturais das membranas biologicas; ii) atuam
como percursores de mensageiros intracelulares; iii) sdo uma importante fonte de energia pela

producdo de adenosina trifosfato (ATP), como resultado da sua oxidacado e iv) providenciam
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isolamento térmico e elétrico [40,41]. De entre os acidos gordos, os acidos gordos polinsaturados
(PUFA), sao os que possuem maior atividade na promocao da saude. Sao constituidos por trés
familias, classificadas de acordo com o acido gordo que a constitui: dmega-3 (acido linolénico ou
acido ¢is9-cis12-cis15-octadecadienoico, designado abreviadamente por ALA), 6mega-6 (acido
linoleico ou acido ¢/is9-cis12-octadecadienoico designado abreviadamente por LA) e dmega-9
(acido oleico ou cis9-octadecadienoico). Estes compostos, por sua vez, ddo origem a outros acidos
essenciais de cadeias mais longas, chamados acidos gordos polinsaturados de cadeia longa

(LCPUFA) [40], como representado na Figura 7.

PUFA
I I |
Omega-3 Omega-6 Omega-9
ALA 18:2 LA 20:4 Acido oleico: 18:1
EPA 20:5
— Acido Eicosapentaendico AA 20:4 22:1
DHA 22:6 Acido Araquidonico Acido Ertcico

Acido Docosahexaendico

LCPUFA
DPA 22:5

Acido Docosapentaendico

Figura 7 - Principais acidos gordos das familias 6mega 3, 6 e 9. Conversao de acidos gordos
polinsaturados (PUFA) em acidos gordos polinsaturados de cadeia longa (LCPUFA). O primeiro nimero
identifica 0 nimero de carbonos presentes na cadeia hidrocarbonada e o segundo identifica o niimero

de ligacdes duplas do composto. Adaptado de Teixeira M. (2016) [41].

Os acidos gordos estdo presentes em vegetais terrestres e marinhos. Estes organismos
podem sintetizar acidos gordos a partir de precursores mais simples. Os peixes e outros animais
apenas podem alongar e desnaturar os acidos gordos em PUFA. Em contrapartida os mamiferos,
apesar de possuirem a capacidade de alongar os PUFA em LCPUFA, apenas o podem fazer se os
precursores ja estiverem presentes na dieta. No organismo humano os LCPUFA sao sujeitos a
uma série de reacdes de modo a entrarem na circulacdo sanguinea. Sao hidrolisados, e
posteriormente sujeitos a processos de isomerizacao e biohidrogenacao. A isomerizacao consiste

na conversao das conformacdes geométricas de algumas ligacbes cis em configuracdes frans. A
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biohidrogenacao por sua vez consiste na adicdo de hidrogénio nos locais com ligacao dupla de
modo a aumentar a saturacao do composto e a permitir uma maior absorcao ao nivel do intestino
[40].

A fonte principal de acidos gordos émega-3 sao o0s peixes gordurosos como o salméo e o
atum. Podem também ser extraidos a partir do 6leo de canola e de nozes, estando presentes
sobretudo em vegetais de folhas verdes como o feijao. Quanto ao 6mega-6, este esta presente na
maioria dos graos e sementes tais como o milho, o cartamo, o girassol e o algodao, assim como

em oleos vegetais [42] (Tabela 2).

Tabela 2 - Acidos gordos essenciais predominantes em dleos comuns.
Adaptado de Covington, M. (2004) [42]

Oleos ricos em acidos gordos 6mega-3 Oleos ricos em acidos gordos 6mega-6
Oleo de canola Oleo de borragem
Oleo de peixe Oleo de milho
Oleo de linhaca Oleo de algodao
Oleo de noz Oleo de uva
Oleo de soja* Oleo amendoim

Oleo de cartamo
Oleo de gergelim
Oleo de girassol

Oleo de soja*

* 0 6leo de soja esta incluido em ambas as categorias, embora seja mais rico em acidos gordos émega-6.

2.4.2. Acidos gordos 6mega-3 na promocio da saiide

A primeira evidéncia da importancia da ingestao de PUFA numa dieta saudavel deriva de
observacdes epidemioldgicas na populacao da Gronelandia. Verifica-se nesta populacao uma baixa
incidéncia de doencas autoimunes e inflamatoérias, bem como a total auséncia de casos de
esclerose multipla, quando comparada com grupos populacionais do mesmo género e idade na
Dinamarca. Outros dados indicam que paises com elevada ingestdo de PUFA a partir de alimentos
marinhos, como a Gronelandia ou o Japdo, tém baixa incidéncia de casos de enfarte do miocardio

e disturbios crénicos inflamatdrios ou autoimunes em comparacao com os paises ocidentais [43].
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Ao longo da ultima década, tem havido um interesse crescente na utilizacao dos PUFA na
alimentacao e na industria farmacéutica. Este interesse deve-se aos beneficios para a saude que
tém sido associados aos PUFA, nomeadamente ao nivel da prevencdo de doencas
cardiovasculares, cerebrovasculares, disturbios imunolégicos e prevencao de determinados tipos
de cancro, como colon, mama e prostata. Estudos apontam ainda para um impacto positivo no
desenvolvimento neuronal infantil e na prevencao de patologias psiquiatricas em criancas [44].

A atividade bioldgica dos PUFA deve-se muito ao facto de os acidos gordos 6mega-3, em
particular o acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), representarem um
grupo de percursores de eicosanoides, [42,43,45]. Os eicosandides sdo produzidos no figado a
partir dos acidos 6mega-3 apds estimulacao hormonal e atuam como mediadores bioativos, tendo
um papel de destaque na sinalizacdo celular, interferindo nas respostas autoimunes e
inflamatdrias. Em resposta a um processo inflamatorio o acido araquidénico (AA) ¢ libertado das
membranas celulares originando eicosanoides pro-inflamatorios e pré-agregantes, tais como as
prostaglandinas (PG), os tromboxanos (TX) entre outros. Por outro lado, a metabolizacao do DHA
e do EPA leva a formacdo de mediadores com propriedades anti-inflamatorias, tais como as
resolvinas e as protectinas [41].

Os PUFA também contribuem para o processo de reparacao tecidular, atuando como
agentes de protecdao, aumentando a hidratacdo dos tecidos e acelerando o processo de
cicatrizacdo. Em especifico, o LA ou dmega-6 tem um papel importante na quimiotaxia dos
macrofagos, regulando o sistema fibrinolitico e a producdo de colagenase. Favorecem o
desbridamento autolitico das feridas contribuindo para a producédo de metaloproteinas, induzindo
a granulacdo e acelerando o processo de cicatrizacdo. Por outro lado, o ALA ou dmega-3 esta
presente em maior quantidade na camada epidérmica estando envolvido (i) no transporte de
gorduras e nutricdo celular local; (ii) na protecdo e manutencado da integridade da barreira de
permeabilidade epidérmica e (iii) na aceleracdo dos processos de cicatrizacdo. O ALA ou dmega-
3 atua como modulador da membrana celular, protegendo-a contra agentes quimicos, enzimaticos
e patogénicos e protegendo a pele de lesdes macerativas. Adicionalmente o ALA ou 6mega-3 atua
como agente restaurador dos tecidos ao promover a quimiotaxia e a angiogénese através da
manutencao de um ambiente humido e proximo da temperatura fisiologica, o que ajuda na
regulacdo da perda de agua pela pele [46]. Dadas estas propriedades descritas ao nivel da

protecao cutanea, o uso dos PUFA podera, devido a sua acao anti-bacteriana, substituir pomadas
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contendo antibidticos, garantindo ainda um ambiente adequado ao processo de cicatrizacao onde
€ possivel abdicar do uso de pensos ou outras coberturas passivas normalmente usadas em
curativos [47].

Finalmente, os PUFA, e em particular os acidos gordos 6mega-3, contribuem para a
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Num estudo randomizado com individuos com
hiperglicemia foram comparados dois grupos. O primeiro grupo recebeu uma dose diaria de 10 a
40 mg de sinvastatina (farmaco utilizado no controlo dos niveis de colesterol) e 4 g de Omacor
(produto que contém 90 % de acidos gordos dmega-3: 840 mg de EPA e DHA por capsula). O
segundo grupo recebeu a mesma dose de sinvastatina e um placebo. Os resultados indicam que
no primeiro grupo houve uma reducao de 20 a 30 % das VLDL quando comparado com o segundo
grupo, contudo ndo houve uma diminuicdo nos niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL)
[42]. Dada a relacao verificada entre a reducdo de VLDL e a reducao dos niveis plasmaticos de
triglicerideos e de colesterol, que se considera essencial na prevencdo de doencas
cardiovasculares, a American Heart Association (AHA) recomenda o consumo de peixe, como o
salmao ou atum (com elevado teor em acidos gordos dmega-3). O consumo aconselhado ¢é de
duas porcdes semanais em individuos sem doenca coronaria e uma porcao diaria para individuos
com doenca cardiaca conhecida. E também recomendado o consumo de cerca de 1 g por dia de
EPA e DHA para obter cardioprotecdo. Doses mais elevadas (2 a 4 g diarias) podem reduzir os
niveis elevados de triglicerideos; enquanto doses de pelo menos 3 g por dia podem reduzir a
rigidez articular em doentes com artrite reumatoide e baixar a pressao arterial. Apesar das
recomendacdes da AHA e das propriedades benéficas dos acidos gordos 6mega-3 provenientes
de fontes marinhas, a elevada propensdo de contaminacdo destes alimentos com poluentes
ambientais (mercurio e outros toxicos) leva a FDA a recomendar um limite estabelecendo que o
seu consumo é seguro até doses diarias de 3 g (dose GRAS ou ‘geralmente reconhecidas com
seguras’) [42]. Além disso, impde-se um limite no consumo dos acidos gordos 6mega-3, pois
apesar destes serem geralmente bem tolerados, foram descritos alguns efeitos adversos
associados ao seu uso excessivo. Elevadas doses de dleo de peixe podem aumentar os niveis de
colesterol LDL embora este aumento nao esteja clinicamente comprovado. Também pode ocorrer

uma ligeira alteracao da velocidade de sedimentacéo globular (associada a pequenas alteracdes
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dos niveis de glicose e de hemoglobina) e disturbios gastrointestinais (por exemplo nauseas,
inchaco) [42].

Em resumo, os PUFA e em particular os acidos gordos 6mega-3 sao bem tolerados e
possuem diversas acOes biologicas benéficas (acao antitrombética, anti-inflamatoria,
vasodilatadora, antiHlipidémica, cicatrizante) sendo utilizados para tratar um amplo conjunto de
patologias, tais como doencas cardiacas, hiperlipidemia, hipertensdo, diabetes, assim com
doencas inflamatérias e autoimunes como a artrite reumatoide, doenca de Crohn, Ulceras,
psoriase, lupus, esclerose multipla e enxaquecas [42,43]. Além disso, os acidos gordos 6mega-3
revelaram ainda uma reducdo significativa no risco de morte subita causada por arritmias
cardiacas e na mortalidade em pacientes com doenca coronaria [42].

Pelo facto de possuirem acdes biolégicas benéficas e por serem obtidos de alimentos, os
acidos gordos 6mega-3 tém sido usados como nutracéuticos, ou seja, como suplementos
dietéticos que foram extraidos dos alimentos, mas que sdo apresentados na forma nao alimentar
e fornecidos numa determinada forma farmacéutica (por exemplo, pd, capsulas, comprimidos). O
nutracéutico dmega-3 esta disponivel no mercado na sua forma liquida ou em capsulas. Na sua
forma liquida concentrada é aconselhada a toma de 1 colher de cha por dia. A maioria das
capsulas comerciais de 6leo de peixe contém 1 g de 6leo com cerca de 180 mg de EPA e 120 mg

de DHA [42].

2.4.3. Acidos gordos 6mega-3: problemas galénicos

Apesar dos beneficios para a saude atribuidos aos acidos gordos émega-3, estes
apresentam alguns problemas:

(i) O efeito mais negativo universalmente associado a toma de 6leos de peixe ricos em
acidos gordos essenciais € 0 seu cheiro e sabor desagradaveis [42];

(i) os acidos gordos essenciais 6mega-3 precisam de ser ingeridos na dieta alimentar
uma vez que, como ja foi referido, no organismo ocorre uma ineficiente conversao de ALA (menor
que 1 %) nos seus produtos — o EPA (20 carbonos), o DHA (22 carbonos) e o DPA (22 carbonos)
[42];
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(i) os acidos gordos 6mega-3 sofrem de instabilidade quimica pois contém ligacdes
insaturadas carbono-carbono que tornam estes compostos muito suscetiveis a oxidacdo quando
expostos ao oxigénio e a luz, com consequente perda do valor nutricional [44].

Assim, existe um interesse crescente na industria alimentar e farmacéutica no
desenvolvimento de alimentos enriquecidos em dmega-3 ou no desenvolvimento de suplementos
de dmega-3 que contemplem estratégias que permitam ultrapassar os problemas acima referidos
[44]. Deste modo, tém sido desenvolvidos nanossistemas e microssistemas de entrega destes
acidos gordos de modo a protege-los da acdo de pro-oxidantes e de forma a simultaneamente
mascarar o seu cheiro e sabor. O sistema mais comum tem sido a veiculacao dos acidos gordos
omega-3 em nanoemulsdes ou microemulsdes em alimentos liquidos ou semi-liquidos. Outra
abordagem é a inclusdo em alimentos ou suplementos de acidos gordos Omega-3
microencapsulados produzidos por secagem por pulverizacdo. Esta abordagem permite uma
maior estabilidade oxidativa, quando comparada com o uso de acidos gordos 6mega-3 nao
encapsulados, contudo ainda ¢ limitada a produtos alimentares secos (por exemplo lactose em
po) devido a baixa solubilidade [45]. Outra abordagem possivel para encapsular os 6leos de peixe
e outros compostos lipofilicos, tais como o [-caroteno, sdo as nanofibras produzidas por
electrospinning a partir de solucdes poliméricas, como é o caso do alcool polivinilico (PVA) [45] ou

da proteina constituinte do milho (zeina) [44].

37



38



Capitulo 3

Encapsulamento de Compostos Bioativos
por Electrospinning
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3. Encapsulamento de Compostos Bioativos por Electrospinning

s processos de eletrofiacdo, com base na utilizacao de campos elétricos intensos,

permitem a producao e o controlo de micro e nanomateriais, a partir de solucdes

poliméricas. Através da selecao adequada dos parametros de producao é possivel
obter nanoparticulas (pela técnica de electrospray) ou nanofibras (pela técnica de electrospinning
[48]. As técnicas tém um método comum, uma vez que ambas utilizam uma alta tensdo de forma
a induzir a formacao de jatos liquidos de polimero que sao depositados no coletor na forma sélida
pela evaporacao do solvente. A principal diferenca entre as duas técnicas € que no electrospinning
ha a producao de fibras de um modo continuo a medida que o jato polimérico é depositado no
coletor; enquanto que no efectrospray sao formadas pequenas gotas pela rutura do jato eletrificado
[49].

O electrospinning pode entdo ser descrito como um método eficiente de producao de
fibras, a escala nanométrica e com morfologia e superficie controlada. De acordo com a aplicacéo
pretendida e através da selecdo adequada dos parametros de producao (descritos com pormenor
posteriormente) é possivel obter nanofibras com diferentes propriedades e diferentes
funcionalidades [49]. De facto, a técnica de eflefrospinningé extremamente versatil e permite obter
nanofibras com as mais variadas utilizacoes, dependendo apenas da imaginacéo e do interesse
industrial. As nanofibras produzidas por eletrospinning podem ser utilizadas em processos de
filtracdo, na confecdo de vestuario militar, desportivo ou outros, na conversao e armazenamento
de energia, em nanossensores, na construcao de materiais eletronicos e semi-condutores e ainda
nas areas alimentar, médica e farmacéutica. De entre todas as aplicacdes das nanofibras
poliméricas, as que apresentam maior expressao (maior numero de publicacdes recentes) sdo as
aplicacdes biomédicas, quer seja em scaffolds para engenharia de tecidos, quer seja para o uso
das nanofibras poliméricas na entrega de farmacos e outros compostos bioativos [20].

As nanofibras produzidas por electrospinning apresentam vantagens relativamente as
produzidas por outros métodos, pois apresentam propriedades morfologicas (elevada area
superficial e elevada porosidade) que lhes conferem uma elevada eficiéncia de encapsulamento
permitindo a incorporacdo de farmacos ou compostos bioativos no interior da matriz polimérica
ou a adsorcao destes a sua superficie. Esta grande capacidade de carga associada a boas

propriedades mecanicas permite muitas vezes obter concentracoes locais elevadas de farmaco
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permitindo assim minorar alguns problemas farmacocinéticos, nomeadamente ao nivel da
biodisponibilidade e da absorcdo do farmaco. Outra vantagem das nanofibras poliméricas €
poderem ser produzidas de modo a favorecer uma libertacao imediata ou mais retardada e
sustentada do farmaco de acordo com a opcao terapéutica. Para este efeito a escolha criteriosa
do polimero ou dos co-polimeros e/ou a sua funcionalizacdo € decisiva. Finalmente, uma outra
grande vantagem da técnica de electrospinning é que permite a producdo de fibras sem qualquer
tipo de aquecimento, o que € muito vantajoso para o processamento dos compostos ativos
encapsulados que assim podem ser utilizados na industria alimentar e/ou farmacéutica sem o
perigo de sofrerem deterioracao [7,45,50,51].

O primeiro estudo que conseguimos identificar em que se usam nanofibras poliméricas
especificamente para libertacao controlada de farmacos foi efetuado por Kenawy ef a/. [52]. Neste
estudo foi utilizada a tetraciclina, como farmaco modelo e o poli (acido latico) (PLA) e o poli (acetato
de etileno-co-vinilo) (PEVA) como polimeros. A partir deste trabalho pioneiro as caracteristicas
Unicas das nanofibras poliméricas tém sido extensivamente usadas e encontram-se referéncias
bibliograficas reportando o encapsulamento e posterior libertacdo de todos os tipos de farmacos
e compostos bioativos. De entre os compostos encapsulados em nanofibras poliméricas
encontram-se, por exemplo, proteinas, DNA, &cido ribonucleico (RNA) [20], antibioticos
(rifampicina) [53], agentes anticancerigenos (doxorrubicina) [54], enzimas (lipases e catalases)
[55], anticorpos e proteinas (Imunoglobulina G e albumina do soro bovino, respetivamente) [56] e

agentes antibacterianos, (como o gluconato de clorexidina) [57], entre outros.

3.1.0rigem e desenvolvimento do electrospinning

O termo electrospinning deriva da juncdo de ‘electrostatic spinning’ que significa
rotacao/fiacdo eletrostatica. A sua origem remonta a 1897 ano em que Rayleigh descreveu a
utilizacao de forcas eletroestaticas para formar fibras, sendo os detalhes investigados no inicio do
século XX por Zeleny [56]. No entanto, s6 em 1934 é que Formhals patenteou esta técnica.
Formhals reportou entdao a fiacao de fibras de acetato de celulose a partir de uma solucao
polimérica colocada entre dois elétrodos de polaridade oposta. Num dos elétrodos era colocada a
solucdo e no outro um coletor. Os filamentos de polimero eram formados pela ejecdo de um jato

polimérico entre os dois elétrodos. Neste percurso ocorria a evaporacao do solvente e a deposicao
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da fibra no coletor. Em abordagens posteriores Formhals otimizou este processo permitindo que
a distancia entre a solucao e o dispositivo coletor das fibras pudesse ser alterada, permitindo uma
maior ou menor evaporacao do solvente [49]. Na década de 1960 o processo de formacao do jato
foi intensamente estudado por Sir Geoffrey Ingram Taylor, que estudou a formacao da gota de
polimero na ponta da agulha, induzida por campos elétricos de diferentes intensidades. O seu
contributo foi de tal forma importante que hoje em dia, no processo de electrospinning, a estrutura
que se forma na ponta do tubo capilar (agulha) por aplicacdo de uma diferenca de potencial entre
os dois elétrodos, é designada por “cone de Taylor”. Apesar dos inumeros avancos da técnica foi
apenas na década de 1980 que o electrospinning ganhou novo destaque pelo seu potencial
contributo para a nanotecnologia, uma vez que as estruturas formadas tém dimensoes

submicromeétricas e nanométricas [49,51].

. - : ™ Coletor

Cone de Taylor
Jato polimérico

- . i / ' e
o Elétrodo Y S Reservatorio do solvente
Ligacdo a Positivo
Terra Tubo
Seringa
‘ ’ ‘ \ Solugao polimérica
O - u o o
Fonte de alimentacao Bomba ejetora

Figura 8 - Representacao esquematica da técnica de electrospinning vertical.
Adaptado de Moomand et a/. (2015) [58].

Um equipamento tipico de electrospinning consiste em trés componentes principais: i)
um tubo capilar ou agulha de pequeno diametro onde se encontra acoplada uma seringa ou
reservatorio contendo a solucdo polimérica (podendo ou ndo ter uma bomba ejetora); ii) uma fonte
de alta tensdo e iii) um dispositivo coletor de metal [20]. O processo de electrospinning pode ser
realizado com controlo de temperatura e humidade e em duas configuracdes, vertical ou horizontal
[49]. A Figura 8 ilustra uma configuracao de electrospinning comum. Inicialmente é aplicada uma

pressao constante na seringa que contém a solucdo polimérica e que se encontra a uma distancia
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fixa do coletor. Com a inducdo de uma diferenca de potencial entre a agulha da seringa e o coletor
(da ordem dos quilovolts (kV), geralmente entre 1 e 30 kV) a solucao é conduzida para a ponta da
agulha e pode ser ejetada em direcdo a um coletor, ocorrendo a evaporacao do solvente no

percurso entre a ponta da agulha e o coletor [7,20].

(R) (B) (C)
Solucéo
polimérica
Cone de Taylor
Cargas induzidas pelo campo
Gota elétrico aplicado

— Formacao da fibra

Figura 9 - Esquema da formacéo do cone de Taylor. Adaptado de Lima, R. (2013) [7]. A - Formacéo da
semiesfera na base do tubo capilar; B — Alongamento da gota e distribuicdo de cargas ao longo da sua
superficie; C — Formacao do cone de Taylor pela interacao da forca de repulsao entre as cargas.

Para a solucdo polimérica ser ejetada tem de se formar, na extremidade da agulha, uma
gota com uma determinada tensao superficial. Quando esta gota é submetida a um campo elétrico,
fica eletricamente carregada e sao induzidas cargas positivas, uniformemente distribuidas, na sua
superficie. A repulsdo entre estas cargas positivas origina uma nova forca oposta a tenséo
superficial do liquido. A medida que a intensidade do campo elétrico aumenta, a semiesfera
superficial de liquido na ponta da agulha alonga, formando uma estrutura em forma conica
designada por cone de Taylor (Figura 9) [51].

Quando o valor do campo elétrico é superior ao valor da repulsdo entre as cargas,
ultrapassa-se o valor critico da tensdo superficial do polimero e ocorre a formacao de um jato, que
¢ entdo ejetado a partir da ponta da agulha, em direcdo ao coletor. Neste percurso o jato sofre um
processo de instabilidade, alonga e torna-se fino. Antes de atingir o coletor o filamento solidifica,
pela evaporacado do solvente. As fibras sao recolhidas no coletor com uma orientacéo aleatdria. A
orientacao das fibras pode ser induzida com recurso a um coletor em rotacao [7,20].

A literatura reporta mais de 50 polimeros que foram testados e a partir dos quais se
produziram nanofibras com diametros que vao desde os 3 nm até 1 mm. Na Tabela 3 estao
enumerados exemplos de varios destes polimeros, com os quais & possivel produzir nanofibras,

assim como os respetivos solventes [51].
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Tabela 3 - Exemplos de alguns polimeros e solventes usados para a producao de nanofibras e respetiva aplicacdo. Adaptado de Huang ef a/. (2003) [51].

Polimero Solvente Concentracao Aplicacao
Nylon 6,6 Acido formico 10 wt % Vestuario
PU DMF 10wt % Vestuario e filtros de eletrodomésticos
PBI Dimetilacetamida 10 wt % Vestuario
PC DMF:tetrahidrofurano (1:1) 10 wt % Protecdo de vestuario, sensores e filtros
Diclorometano 15wt%
PAN DMF Nanofibras de carbono
PLA DMF Cirurgia e sistemas de entrega de farmacos
PEVA - 14wt % Sistemas de entrega de farmacos
PEVA/PLA - 14 wt % Sistemas de entrega de farmacos
PEO Agua iiiiaiifziz:zl (3:2) 71 gvtw"té% Microeletronica
Colagénio/PEO Acido cloridrico 1-2wth% Cicatrizacdo de feridas, engenharia de tecidos, agentes hemostaticos
PANI/PS Cloroférmio Fibras condutoras
PA Dimetilacetamida Processos de filtracao
Pt tolueno:metailglrc(n;c?rlr)rji?j:i:;jrtz:ﬂcit;i:;:)r;”letanol (3:1) Sistemas de entrega de farmacos
PAN/TiO2 Polimeros condutores e fotovoltaicos
PCL/metais Cosmeética
Poli (alcool de etileno-co-vinilo) Isopropanol:agua (70:30) 2,2-20 wv% Biomeédica
PLGA Tetraidrofurano:DMF 1g/20MI Scaffold para engenharia de tecidos

Abreviaturas: Poli (acetato de etileno-co-vinilo) (PEVA); Poli (acido latico) (PLA); Dimetilformamida (DMF); Poli (¢6xido de etileno) (PEQ); Poliacrilonitrila (PAN); Polianilina (PANI);
Poliamina (PA); Polibenzimidazol (PBI); Policaprolactona (PCL); Policarbonato (PC); Poliestireno (PS) e Poliuretano (PU);
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3.2.Parametros do electrospinning

Como ja se disse, o processo de electrospinning esta dependente de varios parametros
de processamento que determinam a qualidade das nanofibras obtidas. De acordo com Mit-
uppatham os parametros a controlar no processo de producdo das fibras estdo associados a
solucao polimérica, ao processamento propriamente dito e aos parametros ambientais, tal como
esquematizado na Tabela 4. Perceber estes parametros e o modo como eles influenciam a
estrutura e a qualidade final das nanofibras é de extrema importancia, pois pretende-se que o
processo de electrospinning permita controlar o diametro das fibras obtidas, que estas tenham
uma dispersao de tamanhos pequena, que apresentem uma superficie continua e sem defeitos e

que todo o processo seja reprodutivel [49].

Tabela 4 - Parametros envolvidos no processo de electrospinning.
Adaptado de Mit-uppatham et a/. (2004) [59].

Parametros associados a Parametros de n . .
= . L. Parametros ambientais
solucao polimérica processamento
Estrutura do polimero Intensidade do campo elétrico Temperatura
Concentracao Taxa de fluxo Humidade relativa
Massa molecular Distancia agulha-coletor Velocidade do fluxo de ar
Viscosidade Pressao hidrostatica
Veloci 3 I
Condutividade elocidade de rotacéo do coletor

(caso exista)

Tens&o superficial

3.2.1. Parametros associados a solucao polimérica

Os parametros associados as propriedades da solucdo polimérica dependem do par
polimero/solvente, da estrutura do polimero, da massa molecular, da concentracdo, da
viscosidade, da tensao superficial da solucdo e da condutividade elétrica [49,51].

A primeira etapa na producao de nanofibras por electrospinning ¢ a solubilizacdo do
polimero num dado solvente com uma determinada concentracao. Assim, diferentes polimeros
exigem diferentes solventes, implicando alteracdes nos restantes parametros [59]. O solvente deve

ser capaz de dissolver o polimero assim como os compostos que se pretende veicular. A
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solubilidade de um composto esta relacionada com a sua estrutura molecular e com a temperatura
podendo ser promovida pelo aquecimento e agitacdo constantes da solucao. Outra das
caracteristicas imputadas ao solvente € a constante dielétrica. Esta afeta a morfologia das fibras
uma vez que permite o transporte de cargas potenciando o alongamento continuo e fluido do jato.
Lima, R. estudou a influéncia do uso de diferentes solventes na producéo de fibras de PEO por
electrospinning tendo verificado que quanto maior a constante dielétrica do solvente, menor € o
tamanho na fibra produzida [7]. Na Tabela 5 encontra-se uma lista de polimeros com os quais ¢
possivel produzir nanofibras por electrospinning assim como os solventes utilizados e respetivas

constantes dielétricas.

Tabela 5 - Constantes dieléctricas para diversos solventes, adaptado de Lima, R. (2013) [7].

Constante Dielétrica (€)

Solvente (a 25 °C)
Agua destilada 80,20
Dimetilformamida 36,71
Metanol 32,60
Etanol 24,55
Acetona 20,70
2-propanol 18,30
Diclorometano 8,93
Acido acético 6,15
Cloroférmio 4,80

Para além do solvente, um dos parametros mais significativos e que mais influencia o
processo de producao das fibras é a viscosidade da solucéo polimérica que afeta quer a morfologia
das nanofibras, quer o seu diametro [51]. A viscosidade, a concentracao e a massa molecular do
polimero sao alias trés parametros que nao podem ser analisados separadamente uma vez que
estao relacionados uns com os outros. De um modo geral a viscosidade de uma solucéo é ajustada
pela concentracao do polimero na mesma. Assim, quando um polimero € dissolvido num solvente,
verifica-se que a viscosidade da solucdo aumenta com o aumento da concentracao do polimero.
Sabe-se ainda que um aumento da viscosidade leva a um aumento no didmetro das nanofibras.
Demir et al. mostrou que, em certas condicoes, o diametro das nanofibras é proporcional ao cubo

da concentracao [49,51]. A Figura 10 ilustra a formacéo de nanofibras de PCL a partir de solucdes
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de acido acético com concentracdes crescentes de PCL entre 14 a 26 wt% (A-E). Na mesma
imagem é possivel observar o aspeto de nanofibras de PCL obtidas a partir de uma solucdo de

PCL em cloroformio a 8 wt % (F).

¥« B wi'h s chicealonm

Figura 10 - Efeito da concentracao de PCL na morfologia das nanofibras. (A) solucao de acido acético a
14 wt%; (B) solucao de acido acético a 17 wt%; (C) solucao de acido acético a 20 wt%, (D) solucao de
acido acético a 23 wt %; (E) solucao de acido acético a 26 wt% e (F) cloroférmio a 8 wtbk.
Adaptado de Ferreira et a/. (2014).

Em conclusao, para cada polimero deve ser otimizada a concentracdo que permita obter
uma solucdo polimérica de viscosidade adequada a producado de fibras com a dimensao e
morfologias pretendidas. Concentracdes muito baixas, que originam solucdes poliméricas de
viscosidade muito baixa (inferior a 1 poise), impossibilitam a obtencdo de fibras e levam a

deposicao de pequenas esferas (beads) associadas ao electrospraying. Concentracées muito altas
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originam solucdes poliméricas de viscosidade elevada, o que resulta numa menor formacao de
fibras por dificuldade de ejecado do jato de solucao polimérica.

Outro dos parametros que ¢ influenciado pela concentracdo da solucao polimérica € a sua
tensao superficial, sendo que a tenséo superficial € um fator muito importante em solucdes com
baixa viscosidade. Uma solucao mais concentrada resulta num maior valor de tensao superficial e
por isso 0 campo elétrico aplicado tera de ser também mais elevado para se iniciar o processo de
formacao da fibra [60]. A tensdo superficial por sua vez é fortemente influenciada pelo solvente
utilizado. Regra geral, a reducédo da tensao superficial contribui para a formacao de nanofibras
com maior qualidade, contudo valores baixos de tensdo nem sempre possibilitam a producao de
nanofibras. Yang ef a/. estudou o efeito da tensdo superficial na superficie de nanofibras de
polivinilpirrolidona (PVP), com diferentes solventes (etanol, DMF) e verificou, que a tensao
superficial € dependente do solvente, obtendo nanofibras com melhor qualidade por reducao da
tensao superficial [49].

A condutividade e a tensao superficial de uma solucdo sao determinadas pela combinacao
de polimero/solvente e pela presenca de sais ionizaveis na solucdo. De uma forma geral, os
polimeros sdo maioritariamente ndo condutores mas podem apresentar grupos ionizaveis. A
presenca destes grupos ionizaveis influenciam o transporte das cargas no jato resultando numa
maior ou menor tensdo superficial [7]. Geralmente solucdes com maior condutividade levam a
uma melhoria no rendimento do processo de efetrospinning, favorecendo a recolha das fibras do
coletor e a formacao de nanofibras de menor didametro. A adicao de sais na solucdo aumenta a
sua condutividade e a tensao superficial da solucao, sendo os sais mais utilizados 0 KH2POa,
NaH,PO4 e o NaCl [49]. Estudos indicam que 1 wt% de sais resulta numa maior densidade de
carga na superficie do jato, favorecendo o alongamento do jato, tendo como resultado a diminuicao
do numero de agregados e a diminuicdo do diametro da fibra [51].

A massa molecular do polimero também é um importante parametro uma vez que este
afeta a viscosidade, a tensao superficial e a condutividade da solucdo. Para uma concentracao
fixa, polimeros com baixa massa molecular formam solucdes menos viscosas e tendem a formar
granulos em vez de fibras; por outro lado, polimeros com elevada massa molecular formam
solucdes mais viscosas e tendem a dar origem a fibras com um grande diametro. A Figura 11
mostra diferentes estruturas obtidas a partir de fibras produzidas a partir do mesmo polimero e

com a mesma concentracao, mas com diferentes massas moleculares [49].
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Figura 11 - Imagens de SEM de nanofibras obtidas a partir de solucdes de PCL de igual concentracéo
(25 wt%) mas diferentes massas moleculares: (a) 9.000-10.999 g mol?, (b) 13.000-23.000 g molt e (c)
31.000-50.000 g mol™. Adaptado de Karakas, H. (2015) [49].

3.2.2. Parametros de processamento

Os parametros de processamento incluem a intensidade do campo elétrico aplicado, a
taxa de fluxo, a distancia agulha-coletor, a pressao hidrostatica no capilar e a velocidade de rotacao
do coletor (caso nao seja um coletor fixo) [49,51].

A tensdo aplicada é um fator importante no processo de electrospinning, uma vez que
deve ser superior a tensao superficial de modo a que ocorra a formacao do jato a partir do cone
de Taylor [49]. Apesar de ser um parametro amplamente estudado, nao ha consenso entre a
comunidade cientifica quanto a influéncia da tensao aplicada pelo campo elétrico na producao de
nanofibras por electrospinning. Reneker et a/. mostrou que a tensado aplicada nao é um fator
determinante para o didametro das fibras, desde que esta seja suficiente para que ocorra a ejecao
do jato polimérico. Por outro lado Zhang et a/. mostrou que para voltagens mais elevadas ha uma
maior ejecao de polimero resultando na formacao de nanofibras de maior diametro. Outros autores
referem ainda que o aumento da tensao favorece a formacéo de nanofibras com menor diametro.
Desde modo deve ser encontrado um valor ¢timo de tensao aplicada que permita a formacao do
jato polimérico e evite o gotejamento da solucédo [49]. Este valor de tensdo esta diretamente
relacionadado com a distancia entre a agulha e o coletor: 0 aumento da distancia requer uma
maior tensao aplicada. O aumento da distancia também favorece a evaporacao do solvente e a
reducao do didametro das fibras [7].

A taxa de fluxo do polimero controla a formacao da gota a partir da qual se forma o cone

de Taylor e esta relacionada com a velocidade de esvaziamento da seringa. Assim, quanto maior
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for a gota formada maior sera a area de superficial do cone de Taylor, levando a uma maior
dispersao das cargas. Consequentemente ocorrera instabilidade da estrutura polimérica
potenciando a formacao de agregados € o aumento do didametro das fibras [7]. A taxa de fluxo
deve ser ajustada de forma a permitir o esvaziamento continuo da seringa (devendo ser ajustada
de acordo com a viscosidade da solucao, o campo elétrico e o didametro da agulha). Este
esvaziamento depende maioritariamente do solvente utilizado. Uma taxa de fluxo mais lenta
favorece uma maior evaporacdo do solvente, contudo a taxa de fluxo também ndo deve ser
demasiado lenta de modo a impedir que o polimero solidifique na extremidade da agulha [49].

O diametro interno da agulha também influéncia o tamanho da gota formada, e deve ser
de tal forma que possibilite a formacao de um jato continuo. Um didmetro interno de agulha muito
elevado vai levar a formacao de uma gota com elevada area superficial e portanto originara fibras
de maior didametro. Ja um didametro interno da agulha muito baixo impede a formacao de um fluido
continuo favorecendo a solidificacdo do polimero no interior da agulha [7].

Por ultimo, um outro parametro de processamento a ter em conta € o coletor, ou seja, 0
substrato onde sera depositada a fibra. E possivel utilizar um coletor com uma superficie plana
onde a fibra se deposita numa ordem aleatéria e sem orientacdo preferencial. Para uma
determinada aplicacdo quando é necessaria uma arquitetura da fibra com uma determinada
direcdo (alinhamento), pode ser utilizado um coletor com rotacdo (cilindro) de forma a induzir o
alinhamento das fibras. Deste modo é necessario ajustar a velocidade do coletor de acordo com a

taxa de fluxo. Uma elevada taxa de rotacdo do coletor pode levar a rutura da fibra [20,49].

3.2.3. Parametros ambientais

Os parametros ambientais nomeadamente a temperatura, a humidade relativa e o fluxo
de ar sao de extrema importancia afetando nao s6 o didametro, mas como também a morfologia
da fibra.

A temperatura tem uma relacao inversa com a tensao superficial € a viscosidade da
solucdo, por outro lado o aumento da temperatura aumenta a condutividade da solucao. A
temperatura afeta diretamente a taxa de evaporacdo do solvente, assim um aumento da
temperatura pode apresentar-se vantajoso para solventes com elevado ponto de ebulicdo, no

entanto, para solventes mais volateis, como o caso do metanol ou do cloroféormio o aumento da
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temperatura (acima da temperatura ambiente) pode inviabilizar a producao de nanofibras pela
rapida evaporacao do solvente [7].

A humidade tem um efeito similar a temperatura uma vez que condiciona a evaporacao
do solvente. Uma percentagem baixa de humidade promove uma melhor evaporacao do solvente,
contudo se for extremamente baixa provoca a solidificacao do polimero no interior da agulha. Por
outro lado, uma elevada humidade relativa promove uma adsorcao das moléculas de agua junto
ao cone de Taylor devido as diferencas de pressao, inviabilizando o processo de formacao de fibras
[7]. Foi descrito que uma humidade relativa inferior a 35 % é a ideal para executar esta técnica.
Uma humidade superior a 35 % torna dificil a formacao de um jato polimérico continuo [20,49].

O fluxo de ar na camara de electrospinning nao se relaciona de modo significativo com a
producao das nanofibras mas com a sua deposicao no coletor. A espessura das fibras € da ordem
dos nanémetros pelo que a sua massa é baixa e qualquer fluxo de ar na cdmara de electrospinning

pode provocar uma interrupcao na deposicao das fibras [7].

3.3.Polimeros/biopolimeros aprovados pela FDA para veiculacao de compostos

Como referido, existe um interesse crescente no uso de nanofibras para aplicacoes
biomédicas, nomeadamente para a veiculacdo de farmacos ja que estes sistemas apresentam
algumas vantagens: facilidade de producéo; elevada capacidade de carga (possibilitando a entrega
simultanea de mais que um farmaco ou composto bioativo); possibilidade de controlo da libertacao
do composto ativo, e facilidade na entrega de farmacos em aplicacdes topicas (exemplo em feridas
e locas cirurgicas) [20]. Perante uma aplicacdo biomédica é necessario um cuidado especial com
0s polimeros e biopolimeros usados de forma a assegurar a biocompatibilidade das nanofibras
produzidas. Tém sido estudados varios polimeros, incluindo polimeros naturais (também
designados biopolimeros) ou polimeros sintéticos, biodegradaveis ou ndo, ou uma mistura de
ambos. De um modo geral os polimeros sintéticos permitem uma grande flexibilizacdo na sintese
e na modificacdo da sua estrutura apresentando em contrapartida baixa afinidade para as células.
Por outro lado, os polimeros naturais tendem a apresentar uma boa biocompatibilidade (e
consequente baixa toxicidade). Exemplos de polimeros sintéticos sdo o acido lactico (PLA), a
policaprolactona (PCL), o poli (6xido de etileno) (PEO), o poli (acido glicélico) (PGA) e copolimeros

como o poli (acido lactico-co-caprolactona) (PCLA), o poli (acido latico-co-glicélico) (PLGA), entre
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outros. Destes polimeros, os poliésteres (PLA, PGA, PLGA e o PCL) sado os mais utilizados para
obter uma libertacdo sustentada de farmacos e/ou compostos bioativos [61]. Os polimeros
naturais mais estudados incluem polissacarideos (ex: celulose, quitina e quitosano) e proteinas

(ex: colagénio, seda, proteinas do milho) quer de origem animal, quer de origem vegetal.

Tabela 6 - Exemplos de farmacos/compostos encapsulados em nanofibras produzidas por
electrospinning. Adaptado de Pillay ef a/. (2013) [8] e Hu et a/. (2014) [20].

Polimero Farmaco/Composto Solvente
PLA, PEVA e PLA/PEVA  Cloridrato de tetraciclina Cloroformio
PLA/PCL Cloridrato de tetraciclina Cloroformio e DMF
PCLEEP siRNA Agua sem RNase
PCL siRNA TFE
PCL Resveratrol, gentamicina DCM/metanol (7:3)
PCL-co-PCLEEP GDNF DCM
PCL-co-PCLEEP NGF DCM
PLGA Acido fusidico e rifampicina THF e DMF
EC e PVP Cloridrato de tetraciclina Etanol aquoso
PLGA e quitosano Ibuprofeno DMF
PVP/zeina Cetoprofeno Etanol aquoso
PLGA Paclitaxel DCM e DMF
PLGA Cefoxitina DMF
PLLA Doxorrubicina Cloroférmio e DMSO
PLA/PLGA Cisplatina DCM

Abreviaturas: Poli (acetato de etileno-co-vinilo (PEVA); Poli (acido latico) (PLA); Poli (acido latico-co-glicélico) (PLGA);
Diclorometano (DCM); Dimetilformamida (DMF); Dimetilsulfoxido (DMSO); Etil celulose (EC); Fator de crescimento
nervoso humano B (NGF); Fator neurotréfico derivado de células da glia humanas (GDNF); Policaprolactona (PCL);
Poli(fosfato-e-caprolactona-co-etil) etileno (PCLEEP); Polivinilpirrolidona (PVP); Tetrahidrofurano (THF); 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE);

Os antibidticos sdo os farmacos mais comumente veiculados em nanofibras, tais como o
cloridrato de tetraciclina, ciprofloxacina, levofloxacina, cloreto de benzalcénio (BC) e nanoparticulas
de acido fusidico ou prata. Os farmacos anticancerigenos sao outro grande grupo de farmacos
encapsulados em nanofibras como agentes de quimioterapia local, nomeadamente a
doxorrubicina, o paclitaxel e a cisplatina. Outros agentes encapsulados em nanofibras poliméricas

incluem moléculas bioativas como proteinas, DNA, RNA e fatores de crescimento. Na Tabela 6
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estao representados alguns exemplos, dos mais representativos da literatura, de polimeros e
solventes usados para a producao de nanofibras para entrega de farmacos ou moléculas bioativas
[8,20].

Neste trabalho produziram-se dois tipos de nanofibras, constituidas por um polimero

sintético (PCL) e por um biopolimero (zeina), cujas propriedades a seguir se descrevem.

3.3.1. Policaprolactona

O PCL é um polimero sintético da familia dos poliésteres alifaticos. Apresenta uma
estrutura semi-cristalina e linear com baixo ponto de fusdo (58-63 °C) e uma temperatura de
decomposicao térmica superior a 300 °C. Apresenta uma temperatura de transicdo vitrea aos - 65
a — 60 °C, uma elevada ductilidade e plasticidade, com uma elongacdo de 300 a 500 %. Os
principais solventes do PCL sdo a acetona, o cloroformio, o cloreto de metileno e o
hexafluoropropanol. O método principal para a sintese de PCL é a polimerizacao do anel &-
caprolactona com um alcool e o 2-etilhexanoato (C16H3004Sn) como catalisador (Figura 12) [6,62-

64].

Catalisador, A
Q [+]

Figura 12 - Sintese de PCL pela polimerizacao do anel e-caprolactona. Desenhado no software

MarvinSkefch64. Adaptado de Hasan ef a/. (2014) [64].

Devido ao seu estado semi-cristalino e natureza hidrofoébica, o PCL exibe uma taxa de
degradacao lenta (entre 2 a 4 anos, dependendo da massa molecular, geralmente entre 3.000 a
100.000 g.moll). Este polimero é no entanto considerado biodegradavel e biocompativel e foi
aprovado pela FDA desde a década de 1980 como dispositivo para a libertacdo de farmacos e
material de sutura. Deste modo, o PCL e os seus copolimeros podem ser utilizados na producao
de sistemas para administracao de farmacos (na preparacao de fibras por electrospinning, € em

processos de fabrico de formas solidas, como micro e nanoparticulas) [63]. A principal
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desvantagem do PCL é a sua hidrofobicidade que o torna insoltvel em solventes aquosos e que
lhe confere baixa molhabilidade e baixa adesdo celular. De facto, fibroblastos cultivados em
contacto com nanofibras de PCL ou a partir de filmes de PCL mostraram uma fraca adesao celular,
pelo que este ndo é o polimero ideal para a producéao de scaffolds em engenharia de tecidos.
Como forma de melhorar a adesao celular, as nanofibras de PCL podem ser sujeitas a processos
de pos-producado com o objetivo de modificar a sua superficie através do revestimento com um
material com hidrofobicidade adequada. A literatura descreve quatro principais modificacdes na
superficie de nanofibras de PCL, que incluem: i) tratamento quimico do PCL com hidréxido de
sédio (NaOH) de forma a promover uma hidrolise alcalina; ii) revestimento ou adsorcado de
proteinas com o intuito de aumentar o reconhecimento e a interacao celular; iii) tratamento com
plasma de forma a melhorar lipofilicidade e a diminuir o angulo de contacto com o meio, pela
formacao de grupos OH terminais, e iV) tratamento com compostos biologicamente ativos de forma
a aumentar o reconhecimento celular. Assim é possivel uma adesao melhorada e uma disposicao
homogénea por toda a superficie. O PCL pode ainda ser conjugado com outros polimeros de forma

a melhorar as suas propriedades [60,63].

3.3.2. Zeina

A zeina ¢ a principal proteina de armazenamento do milho (Zea mays), correspondendo a
40-50 % do total de proteinas desta planta [65,66]. Em 1821, Gorham isolou a zeina do milho,
contudo a sua constituicdo foi apenas identificada em 1897. Trata-se de um polimero natural, com
uma massa molecular de 35-40 kDa que exibe propriedades anfifilicas uma vez que possui na sua
composicao igual numero de aminoacidos hidrofilicos e lipofilicos (Figura 13). Para além da
afinidade quimica que a zeina possui, quer para compostos hidrofilicos quer para compostos
lipofilicos, estruturalmente este polimero também possui muitos espacos intramoleculares com

elevado potencial para o encapsulamento e transporte de moléculas no seu interior [45,48].
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Figura 13 — Estrutura molecular da zeina. Adaptado de Sunguc, C. (2013)

As principais propriedades fisico-quimicas da zeina comercial encontram-se resumidas

na Tabela 7 [66].

Tabela 7 - Resumo das principais propriedades da zeina comercial.
Adaptado de Patel & Velikov (2014) [66]

Propriedades

Caracteristicas

Aparéncia
Massa molecular

Composicao

Ponto iso-elétrico
Temperatura de transicao vitrea
Temperatura de degradacao térmica

Solubilidade

P6 amarelo com forma amorfa
= 35-40 kDa

Principais aminoacidos nao-polares:
Leucina (19,3 wt%),

Prolina (9,0 wt%),

Alanina (8,3 wt%),

Principais aminoacidos polares:
Acido glutamico (22,9 wt%),
Serina (5,7 wtk)

Tirosina (5,1 wt%)

pH 6,2
165 °C
320 °C

Solventes primarios:
glicois, éteres de glicol, amino-alcoois, acidos
nitro-alcool, amidas e aminas

Solventes secundarios: solucbes aquosas de
alcoois alifaticos e cetonas.
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A zeina possui vantagens relativamente aos sistemas hidrofilicos, permitindo uma maior
encapsulacdo de compostos (nutrientes, farmacos ou compostos bioativos), diminuindo a
absorcao de agua e aumentando a vida util destes compostos ao formar filmes que conferem
protecdo contra a luz, temperatura e oxidacdo. Outras vantagens da zeina sdo a sua elevada
absorcdo e a baixa toxicidade dos produtos resultantes da sua degradacao [48]. Por outro lado, a
zeina é resistente as enzimas digestivas apresentando uma digestibilidade lenta ao nivel do trato
gastrointestinal. Relativamente aos sistemas lipofilicos (como o PCL), a zeina também apresenta
uma maior adesao celular. Pelas suas caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade,
a zeina foi um dos poucos biopolimeros aprovados pela FDA para uso na industria alimentar e
farmacéutica apresentando inimeras aplicacdes em engenharia de tecidos, na entrega controlada
de farmacos, na cosmética e na embalagem de alimentos [48]. Na industria alimentar,
nanoparticulas de zeina foram reconhecidas como seguras para incorporacdo de compostos em
matrizes de alimentos [48,66]. Na investigacao farmacéutica, Fu ef a/. reportaram a utilizacao de
zeina na microencapsulacao de insulina, ivermectina e heparina. No mesmo estudo os autores
produziram microesferas de zeina para revestimento de antibiéticos, como a ciprofloxacina, com
aplicacdo na prevencdo de infecdes bacterianas [65]. Recentemente tém sidos desenvolvidas
nanofibras de zeina para a encapsulacao de compostos bioativos. Yeum ef a/. descreve a producao
de nanofibras de zeina com estratos naturais de sorgo (Sorghum bicolor). O sorgo é uma planta
natural de reconhecida importancia na cultura de cereais e fonte de fitoquimicos (taninos, acidos
fendlicos, antocianinas, fitoesterdis e policosandis) que possuem importantes atividades
biologicas, nomeadamente atividade antioxidante, antimicrobiana, efeitos anticancerigenos e

impacto na reducao do colesterol e no risco de doencas cardiovasculares [18].
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4., Materiais e Métodos

principal objetivo da presente dissertacao é o desenvolvimento de um nanossistema

polimérico, com encapsulacdo de dois compostos bioativos (o ACV e os acidos

gordos dmega-3) para aplicacdo topica para o tratamento de infecdes herpéticas.
Os polimeros que compdem a matriz polimérica sao os referidos nos pontos 3.3.1. e 3.3.2., 0 PCL
e a proteina zeina, respetivamente. Numa primeira fase foram efetuados estudos de pré-
formulacao onde se pretendeu avaliar qual o sistema mais promissor, comparando-0 com a
formulacao comercial Zovirax™ creme. Para tal procedeu-se a encapsulacdo de cada um dos
compostos bioativos em cada uma das matrizes poliméricas referidas. Apés uma analise
preliminar foi selecionado o PCL como matriz polimérica mais promissora para os objetivos em
vista. Deste modo, foi entdo efetuada a coencapsulacao do ACV e dos acidos gordos omega-3
neste sistema polimérico, procedendo-se a sua caracterizacdo. A metodologia desenvolvida ao

longo da dissertacdo esta esquematizada abaixo (Figura 14).

Estudos de pré-formulacao

Encapsulacdo de ACV e Encapsulacao de ACV e
acidos gordos omega-3 acidos gordos 6mega-3
em nanofibras de PCL em nanofibras da zeina

Analise macroscopica;
Avaliacao da cinética de libertacao dos compostos bioativos: ACV em
meio aquoso e numa dispersao micelar e 0 6mega-3 em hexano.

Selecao do nanossistema mais promissor

Estudos de formulacao

Coencapsulacdo de ACV e
acidos gordos 6mega-3 na
matriz polimérica
selecionada

Caracterizacdo do nanossistema

Figura 14 - Metodologia desenvolvida ao longo do trabalho.
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4.1.Materiais e compostos quimicos utilizados ao longo do trabalho

Na Tabela 8 listam-se os reagentes e os solventes usados na preparacao das solucoes

poliméricas bem como os usados na preparacao dos meios para a libertacao dos principios ativos.

Tabela 8 - Reagentes e solventes usados na preparacao das solucdes poliméricas
e dos meios usados nos estudos de libertacao controlada.

Composto quimico Caracteristicas

Fornecedor

PCL PM = 80.000 Da
zeina
ACV PM = 225,21 g mol?

omega-3

Zovirax™ 50 mg g creme

cloroformio GP=299,5%

metanol GP=99,8 %

etanol GP=99,8%
hexano GP=99 %

sulfato de lauril e sédio MM = 274,35 g mol?

fosfato de sodio decahidratado MM = 380,12 g mol*

acido borico MM = 61,83 g mol*

acido citrico MM = 210,14 g mol?

Sigma Aldrich, Reino Unido-500G
Sigma Aldrich, USA-500G
Oferta da Labesfal Genéricos, S.A.
MyProtein The Hut Group, Reino Unido

GlaxoSmith Consumer Healthcare,
Algés, Portugal.

Alfa Aesar GmbH & Co KG, Alemanha

Merck KGAa, 64271 Darmstadt,
Alemanha

VWR International S.A.S., Franca
Sigma Aldrich, Alemanha-1L
BHD Chemicals Ltd, Inglaterra
Sigma Aldrich, Alemanha-1 Kg
Sigma Aldrich, USA-500 g

Sigma Aldrich, USA-500 g

GP - grau de pureza; MM - massa molecular;

Na Tabela 9 estao indicados os reagentes e os compostos utilizados na preparacao do

meio para o estudo de viabilidade celular, meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Lonza).

Os frascos de cultura e as placas de cultura de tecidos de 96 pocos foram fornecidos pela Corning

Inc., EUA.
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Tabela 9 - Reagentes e compostos utilizados na preparacao do meio para o estudo de viabilidade celular.

Composto quimico Caracteristicas Fornecedor
soro fetal bovino 10 % (v/v) FBS, Merck Millipore
penicilina 1% (v/v) 100 U mL? Merck Millipore
estreptomicina 100 pg mL?! Merck Millipore
aminoacidos nao essenciais 1% (v/v) NEAA, Merck Millipore
brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)- GP>99.5 % Sigma Aldrich
2,5-difeniltetrazélio (MTT)
dimetilsulféxido (DMSO) GP>99,7 % Sigma Aldrich
Triton X-100 1% Spi-Chem

GP - grau de pureza.

4.2.Preparacao das solucdes poliméricas

Tendo por base o descrito por Ferreira ef al/ (2014) [60], que refere a preparacédo de
solucdes poliméricas de PCL em cloroféormio com uma concentracdo de 8 % m/m, prepararam-se
solucdes de PCL com uma concentracao de 0,12 g de polimero por mL de solucéo. Prepararam-se
ainda solucdes de PCL, com igual concentracdo, num solvente misto cloroférmio/metanol, num
racio de 2:3 [63]. De modo a encapsular o ACV nas nanofibras de PCL, prepararam-se solucoes
com concentracdes crescentes de farmaco, desde 1 % m/v até 4 % m/v. As solucdes contendo
omega-3 foram preparadas tendo em conta o artigo de Moomand ef a/. (2014) [44] que refere
uma concentracao de 6leos gordos de cerca de 30% em massa relativamente a massa do polimero.
Assim, adicionaram-se sempre cerca de 0,2 g de 6mega-3 as solucdes poliméricas contendo 0,6
g de PCL. Estas condicdes estao sistematizadas na Tabela 10.

As solucdes obtidas a partir da proteina zeina foram preparadas em misturas de etanol e
agua, tendo por base o diagrama de fases para a solubilidade da zeina que se mostra na Figura
15. Foram testadas varias concentracOes de zeina e varios racios etanol/agua até nos fixarmos
nas condicdes apresentadas na Tabela 11. Nas solucdes de zeina com dmega-3, como a massa
de polimero é de 1,25 g, para manter a mesma percentagem em massa (30 % relativamente a

massa de polimero) adicionaram-se cerca de 0,375 g de 6mega-3.
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Solution

40 60
w Ethanol (%)

Figura 15 - Diagrama de fases para a solubilidade da zeina em etanol e agua
(adaptado de Shukla & Munir (2001) [67]).

Tabela 10 - Condicdes de preparacao das solucdes poliméricas.

Polimero (massa, g) Solventes (volume, mL) Principios ativos (massa, g)
1 PCL (0,6 g) CHClz (5 mL)
2 PCL (0,6 g) CHClz (2 mL):CH3OH (3 mL)
3 PCL (0,6 g) CHClz (2 mL):CH3OH (3 mL) ACV (0,05 g)
4 PCL (0,6 g) CHCI3 (2 mL):CH3OH (3 mL) ACV (0,1 g)
5 PCL (0,6 g) CHCI3 (2 mL):CH3OH (3 mL) ACV (0,2 g)
6 PCL (0,6 g) CHClz (2 mL):CH3OH (3 mL) Omega-3 (0,2 g)
7 Zeina (1,25 g) CH3CH20H (4 mL):H20 (1 mL)
8 Zeina (1,25 g) CH3CH20H (4 mL):H20 (1 mL) ACV (0,15 g)
9 Zeina (1,25 g) CH3CH20H (4 mL):H20 (1 mL) Omega-3 (0,375 g)
10 PCL (0,6 g) CHClz (2 mL):CH3OH (3 mL) ACV (0,1 g) + Omega-3 (0,2 g)
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As solucbes poliméricas de PCL foram preparadas adicionando lentamente e sob
constante agitacdo magnética (200 rpm) o polimero ao solvente, de modo a promover a dissolucao
completa do polimero. Nas solucées em que se incorporou o ACV foi utilizada uma mistura de
cloroformio e metanol. O ACV foi adicionado lentamente ao mesmo tempo que o PCL. Nas
solucdes contendo Omega-3 este foi adicionado prévia e lentamente no solvente (mistura
cloroformio/metanol) e s6 depois se iniciou a adicdo do PCL.

As solucdes poliméricas de zeina foram preparadas de modo idéntico dissolvendo-se o
polimero, lentamente e sob agitacdo magnética, na mistura de solventes (etanol e agua). A adicédo
do ACV foi feita a0 mesmo tempo da do polimero. O émega-3 foi adicionado previamente aos
solventes e s6 depois se adicionou a zeina.

Para além destas solucdes foram ainda preparadas solucdes de PCL com incorporacao
simultanea de ACV e do composto bioativo 0mega-3. Para a preparacao das solucdes poliméricas
de PCL com ACV e dmega-3, foram pesados 0,6 g de PCL, 0,1 g de ACV e 0,2 g de 6mega-3, que
foram dissolvidos, lentamente e sob agitacao magnética, em 5 mL duma mistura de cloroformio

e metanol (2:3).

4.3.Producao das nanofibras poliméricas por electrospinning

No processo de electrospinning, ja descrito anteriormente, ha muitos parametros que
podem ser alterados e que influenciam a qualidade das fibras produzidas. Sabe-se ainda que s6
certos conjuntos de condicdes de processamento permitem obter fibras. Noutras situacdes obtém-
se gotejamento, ficando-se com um material polimérico em que o solvente nao foi completamente
evaporado e em que as pseudo fibras formadas se ligam umas as outras nao permitindo a
formacao de uma matriz de fibras altamente porosas e com uma grande area superficial, tipica
dos materiais produzidos por esta técnica [52].

Assim, para cada tipo de solucao polimérica foi necessario otimizar o processo fazendo
variacdes e ajustes, com critério, dos parametros mais importantes do electrospinning,
nomeadamente a diferenca de potencial aplicada entre a agulha e o coletor, o diametro da agulha
e a taxa de fluxo da solucéo polimérica

Na Figura 16 mostra-se uma fotografia do equipamento de electrospinning usado para a

producao destas fibras. Este equipamento é #ome made e encontra-se no Departamento de Fisica
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da Universidade do Minho. E formado por um sistema com uma bomba ejetora (WPl (World
Precision Instruments), Reino Unido, modelo SP100Z Syringe Pump) ligada a uma seringa e um
coletor que neste caso é um cilindro rotativo, que se reveste com uma folha de papel de aluminio,
onde sao recolhidas as fibras que se vao formando. Entre a ponta da agulha da seringa e o coletor
¢ aplicada uma diferenca de potencial elevada, da ordem dos kV. A aplicacao desta diferenca de
potencial é controlada por um software especifico desenvolvido em LabVIEW. A fonte de alta tensdo
foi adquirida a Spellman-High Voltage Electronics Corporation, Reino Unido, modelo CZE2000. A
fonte de tensao para promover a rotacdo do cilindro foi adquirida a TT Instruments, Reino Unido,

modelo 450-0942. O substrato de aluminio foi obtido @ WP (Western PLastics), USA, codigo 285.

Bomba ejetora

Seringa
Painel de controlo da taxa de fluxo

Solucéo polimérica

Elétrodo positivo Agulha

Fornecimento de corrente para o coletor

Coletor cilindrico
Elétrodo negativo

Substrato de aluminio

Figura 16 - Fotografia do equipamento de electrospinning
do Departamento de Fisica da Universidade do Minho.

Como se vé pela figura, neste equipamento o electrospinning é executado na vertical. A
solucao polimérica é colocada numa seringa descartavel de 5 mL (Injekt® da B. Braun) com um

diametro previamente escolhido e é aplicado, através da bomba ejetora, um fluxo constante
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também previamente ajustado. Aplica-se a diferenca de potencial desejada e o processo inicia-se
com a formacao do cone de Taylor e a consequente deposicao das fibras no coletor.

Na Tabela 11 podem-se ver as condicdes finais em que foram obtidas as nanofibras
estudadas neste trabalho. Refira-se que, para chegar a estes parametros ideais, foram feitas
muitas tentativas e muitos ajustes quer na diferenca de potencial aplicada entre a agulha e o
coletor, quer no didametro da agulha, quer no valor do fluxo. Como estes parametros ndo séo
independentes uns dos outros este foi um processo demorado, mas essencial para se produzirem

nanofibras com a qualidade final desejada.

Tabela 11 - Condicoes de producao das nanofibras poliméricas.

Diferenca de Diametro da Taxa de fluxo da solucao
potencial agulha polimérica
Fibras de PCL 15 kV 23 Gauge (0,6 mm) 0,6 mL h?t
Fibras de zeina 20 kV 23 Gauge (0,6 mm) 1,0 mL h'?

As restantes condicdes do processo de electrospinning foram mantidas constantes (distancia agulha-coletor de
cerca de 12 cm, temperatura entre 18 e 22 °C e humidade relativa de cerca de 50 %).

4.4.Preparacao dos meios para o estudo da libertacao dos principios ativos

A cinética de libertacdo do ACV das fibras de PCL e de zeina foi estudada colocando as
fibras numa solucdo tampao a pH = 5,5, inicialmente numa solucdo aquosa e depois numa
dispersao micelar.

A solucdo tampao foi preparada a partir de uma solucdo basica de fosfato de sddio
decahidratado com concentracao de 0,1 M e de uma solucao acida composta por acido boérico com
concentracdo de 0,02 M e acido citrico com concentracdo de 0,05 M [68]. Para obter 100 mL de
uma solucao tampao com pH = 5,5 juntaram-se inicialmente 37 mL da solucédo basica com 63
mL da solucao acida, conforme o protocolo descrito. Posteriormente o pH foi medido e ajustado,
se necessario, para o valor desejado com um medidor de pH (Orion Research modelo SA 250,
USA).

A dispersao micelar foi preparada com uma concentracao de 16 mM em lauril sulfato de

sddio (SLS) em tampao pH = 5,5. Esta concentracdo foi escolhida porque estd acima da c.m.c.
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do tensioativo [69] e garante por isso a presenca de micelas no meio. O SLS é um tensioativo
anionico que consiste numa cadeia hidrocarbonada de 12 carbonos ligados a um grupo sulfato,

como se mostra na Figura 17.

QP
/\/\/\/\/\/\O/ ~0—Na*t

Figura 17 - Estrutura do lauril sulfato de sédio.

A cinética de libertacdo do dmega-3 das fibras poliméricas foi estudada em hexano,
solvente organico que dissolve o dmega-3 e que mimetiza a parte hidrofébica da membrana

celular.

4.5.Doseamento dos principios ativos por espetroscopia de absorcao UV/Vis

O estudo da cinética de libertacao do ACV e do émega-3 das fibras poliméricas foi feito
recorrendo & espetroscopia de absorcao UV-Vis.

Relativamente ao ACV, mediram-se, a intervalos de tempo adequados, os espetros de
absorcado de aliquotas do meio (solucdo tampao de pH = 5,5 ou uma solucdo micelar de SLS ao
mesmo pH) contendo o farmaco libertado. Usando o coeficiente de extincdo molar €(A) do ACVY,
previamente determinado nestes meios, doseou-se o farmaco ao longo do tempo.

Relativamente ao dmega-3 o procedimento foi semelhante s6 que neste caso usou-se
como meio um solvente organico, o hexano. Foi determinado previamente o coeficiente de extincao
molar do 6mega-3 em hexano que se usou depois para ir doseando 0 composto ao longo do tempo.

O procedimento seguido em todos os ensaios de libertacdo controlada dos compostos
ativos nos meios escolhidos foi semelhante: mediu-se uma dada quantidade de fibra (de PCL ou
de zeina) com ACV ou 6mega-3 ou ambos 0s compostos ativos incorporados. Na maior parte dos
ensaios esta fibra foi colocada dentro de uma manga de didlise (cut-offde 3,5 kDa) e noutros foi
colocada diretamente no meio. O meio foi mantido a 37°C sob agitacdo magnética. Tipicamente
usaram-se 90 mL de meio, definido como um volume adequado para garantir a solubilidade do

ACV libertado. A intervalos de tempo determinados retiraram-se aliquotas de 1 mL de meio
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repondo-se 0 mesmo volume retirado com meio fresco. De cada uma das aliquotas retiradas foi
medido o espetro de absorcao.

Dum modo semelhante foi também estudada a libertacdo do ACV da formulacao comercial
Zovirax™ Creme para comparacdo com as cinéticas obtidas a partir das nanofibras produzidas.
Nestes ensaios foi colocada uma massa definida de creme numa manga de dialise, sendo o

doseamento efetuado nos dois meios: tampao e meio micelar (pH 5,5).

4.6.Espetroscopia de absorcao UV/Vis

Os espetros de absorcao foram medidos num espetrofotémetro comercial de duplo feixe,
SHIMADZU UV-2501 PC (Figura 18) do Departamento de Fisica da Universidade do Minho, que
permite a obtencao de espetros na gama 190 nm a 900 nm. Este espetrofotdmetro tem duas
fontes de radiacao, uma lampada de halogéneo de 50 W para a zona do visivel e infravermelho
préximo e uma lampada de deutério para a zona do ultravioleta. A radiacao passa por um sistema
de monocromacao formado por redes de difracdo e espelhos e é depois dividida em dois feixes
iguais que sdo encaminhados um para a célula de referéncia e o outro para a da amostra. A
radiacdo transmitida incide entdo no detetor, um fotomultiplicador R-928 para a regido do
ultravioleta e visivel e uma célula de PbS para a zona do infravermelho proximo. A aquisicdo do

espetro é controlada por um computador usando o soffware UVProbe 2.10

Figura 18 - Espetrofotémetro SHIMADZU UV-2501 PC.

Na Figura 19 esquematiza-se 0 modo de funcionamento dum espetrofotémetro de duplo

feixe. Os espetros foram medidos na gama de comprimentos de onda de 200 nm a 600 nm, com
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incrementos de 1 nm e uma velocidade de varrimento de 200 nm mint. A resolucdo deste
espetrofotometro, nas condicdes utilizadas, € de 0,1 nm. Todos os espetros foram medidos a

temperatura ambiente, em células de quartzo com 1 cm de percurso ético.

Divisor de Feixe

Fonte de Sistema — /
Radiacéo Monocromador | ~ N\ Referéncia / Detetor
Y i |
\> Amostra P/ Amplllflcador

Sinal

Figura 19 - Diagrama de blocos de um espetrofotdometro convencional de duplo feixe.

Quando um feixe de radiacado monocromatica atravessa um meio absorvente a quantidade
de luz absorvida depende da concentracao das espécies absorventes, do coeficiente de extingao
molar da espécie absorvente e do percurso 6tico da radiacao no interior da amostra. Varrendo
uma gama adequada de comprimentos de onda obtém-se informacdo sobre onde e quanto é que
a espécie presente na solucdo absorve. A representacdo da absorvancia em funcdo do
comprimento de onda da radiacao incidente chama-se espetro de absorcao. Este espetro permite
a identificacdo e a determinacédo quantitativa de substancias quimicas, o estudo de cinéticas de
reacdes em solucao, a determinacao do grau de pureza de um composto entre outros [70].

A intensidade de um feixe de radiacao eletromagnética é atenuada ao atravessar um dado
meio com uma determinada espécie absorvente. A atenuacdo do feixe da-se por sucessivos
fendmenos de absorcao, reflexdo nas paredes da célula e fendomenos de difusdo. Desprezando as
reflexdes, é possivel relacionar a intensidade do feixe transmitido, I(,l) com a intensidade do feixe
incidente, 10(,1) pela equacao [71]:

Iay = loye™ "

sendo a,) o coeficiente de absorcéo da espécie, habitualmente expresso em cm™ e L o percurso
otico da radiacao no meio. Na presenca de solucdes liquidas esta lei exponencial da absorcao
pode-se escrever em termos da concentracdo molar da espécie absorvente, C, e do seu coeficiente

de extincdo molar, € ao comprimento de onda A:

— -ECL
I(/l) = 10(1)10 @

70



Se o percurso 6tico for expresso em centimetros e a concentracdo da espécie absorvente em
molaridade, o coeficiente de extincdo molar € expresso em L mol* cm™.

Sendo a transmitancia a razao entre a intensidade transmitida e a intensidade incidente
num dado comprimento de onda, e definindo-se a absorvancia como o logaritmo decimal do

inverso da transmitancia, obtém-se a equacao:
Ab 1 1 C
8T = f®

relacao conhecida por lei de Lambert-Beer.

Através desta relacdo quantitativa foi possivel, preparando solucbes rigorosas de ACV e
medindo a sua absorvancia, calcular o coeficiente de extincdo molar do ACV em cada um dos
meios, tampdo pH = 5,5 e dispersdao micelar ao mesmo pH, nos comprimentos de onda
selecionados. Estes espetros assim como o calculo dos respetivos coeficientes de extincao molar
encontram-se no Anexo 2.

Da mesma forma calculou-se o coeficiente de extincdo molar do dmega-3 preparando
solucdes de concentracbes conhecidas em hexano e medindo os seus espetros de absorcao. Estes

resultados podem ser consultados no Anexo 3.

4.7.Técnicas de caracterizacao das nanofibras de PCL com ACV e acidos gordos
6mega-3

4.7.1. Microscopia eletronica de varrimento com dispersao de raios-X (SEM-
EDS)

A microscopia eletronica de varrimento (SEM) é uma técnica de analise nao destrutiva que
se baseia no varrimento sequencial da superficie da amostra por um feixe de eletrdes acelerados
e altamente focados. O SEM permite a observacao da topografia e morfologia (forma e tamanho)
dos materiais a partir da radiacéo que estes transmitem ou emitem, em resultado da sua interacao
com o feixe de eletroes acelerados [72]. Da interacao deste feixe de eletrbes com os eletrdes
periféricos da superficie da amostra resulta a emissao de uma série de sinais: eletrbes
retrodifundidos, eletrdes secundarios, eletrdes Auger, raios-X, etc, como se ilustra na Figura 20

[73].
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Figura 20 - Representacdo esquematica do principio de funcionamento da técnica de SEM.

Estas interacoes sao detetadas por um conjunto de detetores e processadas de modo a
formar uma imagem. O processamento do sinal difere consoante a analise requerida pelo utilizador
[72]. O microscopio eletronico pode estar acoplado a um sistema de microanalise, usando um
espetrometro de dispersao de energias de raios-X (EDS). Na analise por EDS o feixe de eletrdes
foca na amostra ‘ponto a ponto’ numa area escolhida pelo utilizador, dentro do campo de visao.
O EDS é capaz de detetar os elementos atémicos de uma amostra. A intensidade dos picos de
EDS, nado é uma medida quantitativa da concentracdo do elemento na amostra, mas pode ser
obtida uma quantificacao relativa a partir das intensidades relativas dos picos [73,74].

As imagens de SEM foram obtidas num equipamento Phenom ProX com detetor EDS
(Paralab, Portugal). A analise foi feita usando os eletrdes retrodifundidos (BSE) pela superficie da
amostra. Estes eletroes resultam de choques elasticos e tém, portanto, energias semelhantes a
energia do feixe incidente. Na imagem formada os varios tons de cinzento estao relacionados com
a composicao quimica da amostra. Foi usado um software de analise de imagem, o digimizer, que
permite fazer medicdes manuais e precisas de distancias. Com este soffware fez-se a medicéo do
diametro médio das fibras e construiu-se um histograma representando a distribuicdo de
tamanhos em torno do valor medio.

Foram obtidas imagens de nanofibras de PCL e de PCL com concentracdes crescentes de
ACV. Para as fibras com ACV foi ainda feita analise por EDS com o objetivo de confirmar a presenca
do farmaco nas fibras poliméricas detetando-se a presenca de azoto, elemento que nao existe na

molécula de PCL.
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4.7.2. Difracao de raios-X

A difracdo de raios-X (XRD) é uma técnica nao destrutiva que permite fazer a
caracterizacao da estrutura cristalina do material em estudo.

Nesta técnica, os raios-X (radiacdo eletromagnética com comprimento de onda entre 0,01
e 10 nm e energia de 103 a 10! keV [75]) incidem numa amostra e podem ocorrer fendmenos
de difracdo destes fotdes em todas as direcdes, dado que o comprimento de onda dos fotdes
incidentes é da ordem de grandeza das distancias interatémicas [76]. Na geometria mais
convencional, a que foi usada nas medicdes realizadas, faz-se incidir na amostra um feixe
monocromatico de raios-X segundo um dado angulo 0, variavel, e analisa-se a radiacao difratada
pela amostra numa direcdo que faz um angulo de 26 com a direcdo do feixe incidente. Se a
amostra for cristalina existirdo valores de 20 para os quais se observam picos nos difratogramas,
que correspondem a situacées em que existe interferéncia construtiva entre a radiacdo difratada

em dois ou mais planos cristalograficos consecutivos como se ilustra na Figura 21 [76,77].

Figura 21 - Esquema ilustrando a difracdo de raios-X por uma familia de planos paralelos com
espacamento interplanar d e os raios-X a incidirem segundo um angulo 6. Adaptado de Epp (2016) [78].

A comparacao das posicoes e intensidades relativas dos picos de difracdo com valores
tabelados permite identificar a estrutura cristalina do material em estudo, detetar orientacdes
preferenciais de alguns planos cristalograficos e avaliar o tamanho médio das cristalites. A partir
da localizacdo dos picos de difracdo (valores de 8) podem-se calcular as distancias entre os planos
cristalograficos difratores, dj; usando a lei de Bragg,

2dpsen = ni
onde n é um inteiro que indica a ordem de difracdo e A ¢ o comprimento de onda dos raios-X

incidentes na amostra [76].
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Os espetros de difracdo de raios-X foram realizados no Departamento de Ciéncias da Terra
da Universidade do Minho, no Campus de Gualtar, com recurso a um equipamento Philips
Diffractometer, modelo PW 1710. A radiacéo utilizada € monocromatica, proveniente da emissao

Ko do cobre, com comprimento de onda de 1,54 A.

4.7.3. Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) ¢ uma técnica de analise térmica que mede
o fluxo de energia calorifica, associado a transicdes de primeira e segunda ordem nos materiais,
em funcao da temperatura. As transicdes de primeira ordem apresentam variacdes de entalpia
endotérmicas (exemplos: fusdo, perda de agua, dessorcdao) ou exotérmicas (exemplos:
cristalizacéo, polimerizacao, adsorcado) e dao origem a formacao de picos nas curvas de DSC. As
transicoes de segunda ordem (exemplos: transicao vitrea e relaxacdo de tensdes térmicas da
cadeia polimérica) caracterizam-se pela variacao da capacidade calorifica, porém sem variacdes
de entalpia e ndo originam picos nas curvas de DSC, apresentando-se como um deslocamento da
linha de base. Analisando como é que estas trocas de energia calorifica sdo modificadas pela
presenca de farmacos nas amostras é possivel obter informacdo sobre a forma como estes se
ligam a matriz polimérica [77].

As analises térmicas foram efetuadas num calorimetro diferencial de varrimento do tipo
fluxo de energia calorifica da marca DSC 3+ Mettler Toledo (Figura 22) localizado no Departamento
de Fisica da Universidade do Minho, Campus de Azurém. Neste equipamento a amostra e a
referéncia sdo colocadas em fornos individuais, sob uma atmosfera controlada, sendo fornecida
energia térmica exatamente igual aos dois sistemas através de blocos de aquecimento. Quando o
bloco de aquecimento é aquecido ou arrefecido, a uma velocidade programada, as temperaturas
da amostra e da referéncia aumentam ou diminuem, uniformemente. Durante uma transformacao
(transicao de fase, reacdo quimica, fusdo, etc.) a amostra liberta ou absorve energia calorifica o
que provoca alteracdes do fluxo de energia calorifica e, consequentemente, variacdes na diferenca
de temperatura entre a amostra e a referéncia permitindo a estimativa da entalpia associada a

essa transformacéao [77].
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Figura 22 - Calorimetro diferencial de varrimento do tipo fluxo de energia calorifica da marca DSC 3+
Mettler Toledo (A); (B) — pormenor dos fornos da amostra (S) e da referéncia (R) e (C) — esquema do
processo de fornecimento de energia térmica aos dois fornos onde o fluxo € medido através dos sensores
de temperatura posicionados sob cada cadinho, obtendo-se assim um sinal proporcional a diferenca de
capacidade térmica entre a amostra e a referéncia.

Nos graficos de DSC sao registadas estas variacdes no fluxo de energia calorifica e quando
ocorre um processo endotérmico na amostra (absorcao de calor) surge um pico negativo, uma vez
que a célula da amostra deve dissipar o calor absorvido para manter a temperatura igual a da
referéncia. Nos processos exotérmicos ocorre o efeito inverso, sendo registado um pico positivo,

como se ilustra na Figura 23 [79].
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Figura 23 - Curva modelo de DSC representando transicoes de 1? ordem: (A) e (B) picos

endotérmicos e (C) pico exotérmico e transicoes de 2° ordem (D).
Adaptado de Bernal et a/. (2002) [79].
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Apesar de na Figura 23 apresentar as formas estabelecidas de representacédo das curvas
de DSC, na maioria dos casos estas curvas apresentam-se invertidas, ou seja o0s picos de transicao
endotérmica como picos positivos e consequentemente 0s picos exotérmicos como picos
negativos. Para clarificar o tipo de transicéo, nesta dissertacao foi devidamente assinalado, no eixo
das ordenadas, o sentido em que ocorre a absorcao da energia.

As curvas de DSC foram obtidas em atmosfera de azoto (20 mL min?). Para a analise de
todas as amostras (exceto ACV), o programa térmico contemplou um aquecimento dos 20 aos
100 °C, seguido de um arrefecimento até aos 20 °C (com uma taxa de 10°C min 1), seguida de
uma isotérmica durante 5 minutos e, posteriormente, um segundo aquecimento dos 20 aos
100 °C. As analises dos resultados foram efetuadas apenas no segundo ciclo para eliminar o efeito
de memodria térmica.

Para a analise do ACV, o programa térmico contemplou apenas um aquecimento dos 50
aos 300 °C (com uma taxa de 10 °C minY). Neste caso nao se procedeu a um segundo ciclo de

temperatura pois a temperatura de fusao do ACV é um processo irreversivel.

4.7.4. Espetroscopia de absorcao no infravermelho por transformada de
Fourier, usando a técnica de refletancia total atenuada (ATR-FTIR)

A espetroscopia de infravermelho (IR) baseia-se na absorcao de radiacao eletromagnética
pelas moléculas na regido do infravermelho do espetro eletromagnético. As energias absorvidas
correspondem a energias de transicdo entre niveis vibracionais, associadas a deformacdes nas
ligacbes quimicas, resultando numa variacao no momento dipolar da molécula. Esta técnica
permite deste modo a analise de estruturas moleculares (grupos funcionais da amostra) tendo por
base o espetro de vibracao das ligacbes quimicas [77].

Na técnica de FTIR, faz-se incidir sobre a amostra a gama total de comprimentos de onda
da regiao dos infravermelhos que se pretende analisar e os sinais incidente e transmitido sao
detetados por um interferometro. Aplicando transformadas de Fourier (FT) ao interferograma
obtido podem-se obter os picos de absorcao da amostra em funcdo da frequéncia da radiacao
incidente.

O modo ATR acoplado ao FTIR é um modo muito pratico uma vez que permite medir

amostras soélidas sem qualquer preparacao prévia. A amostra é apenas colocada sobre um
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pequeno cristal de indice de refracdo elevado (superior ao da amostra) e de baixa absorcdo no IR,
como se ilustra no esquema da Figura 24. O feixe de radiacao infravermelha incide, segundo um
dado angulo 0, maior do que o angulo critico, na interface cristal amostra e ¢é refletido
internamente. A onda evanescente associada propaga-se na amostra e é absorvida seletivamente

por esta permitindo obter informacao sobre 0s seus niveis vibracionais

Amostra em contacto com a
onda evanescente

J\ﬂﬂu*

DP K .
(= n2

Nﬂ—

opf
o ]

S

Cristal de ATR

Feixe infravermelho
Detetor

Figura 24 — Representacao esquematica do modo de funcionamento do ATR-FTIR.
Um cristal de elevado indice de refracao fica em contato direto com a amostra. Da-se a reflexao interna
total do feixe IR e o aparecimento de uma onda evanescente. A atenuacéo desta onda da-se por absorcao
de alguns comprimentos de onda do feixe IR.

A profundidade de penetracado (DP) da onda evanescente na amostra é sempre muito
peguena e depende essencialmente da diferenca entre os indices de refracao do cristal (/1) e da

amostra (712), podendo ser calculada pela relacéo:
A

21 fsenZG — (Z—i)z

onde A representa o comprimento de onda da radiacao incidente e 8 o angulo de incidéncia na

DP =

amostra [79].

As medidas de ATR-FTIR foram realizadas no Departamento de Biologia da Universidade
do Minho, no Campus de Gualtar, num Perkin-Elmer, Spectrum Two Spetrometer (Figura 25)
equipado com um acessorio de ATR com um cristal de diamante (indice de refracdo 2,4 e
profundidade de penetracao da ordem de 1,66 um). Os espetros foram medidos na regido 400-

4000 cm™, com incrementos de 4 cm™ e fazendo 16 varrimentos para cada espetro.
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Figura 25 - Espetémetro ART-FTIR da marca Perkin-Elmer, Spectrum Two Spetrometer.

4.7.5. Resisténcia mecanica a tracao

0 comportamento mecéanico (resposta a tracdo) das nanofibras foi estudado utilizando um
equipamento AGS-X Shimadzu 500 N (Departamento de Fisica da Universidade do Minho, Campus
de Gualtar) com uma célula de carga de 10 N e uma velocidade de 10 mm min-! & temperatura

ambiente (Figura 26).

Figura 26 - Equipamento AGS-X Shimadzu 500 N usado para determinacao da resisténcia mecanica
das fibras a tracéo.
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As nanofibras foram cortadas em pedacos retangulares (cerca de 20 x 12 mm) e a
caracterizacao mecanica foi expressa em termos da percentagem de elongacao da fibra em funcéo

da tensao aplicada por unidade de area (seccao da fibra).

4.7.6. Angulo de contacto

Quando uma gota de liquido & colocada sobre uma superficie solida forma-se uma
interface tripla entre o sélido (superficie), o liquido (gota) e o vapor. O angulo formado entre a
superficie solida e a tangente a superficie do liquido no ponto de contacto com o sélido é definido
como o angulo de contacto (Figura 27). A molhabilidade da superficie é definida a partir do valor
do angulo de contacto e mede a tendéncia que um liquido tem em se espalhar ou nao sobre uma

determinada superficie [80,81].

Yiv
/ ‘6‘ / Ysv
Yl

Figura 27 - Angulo de contacto de uma gota numa superficie solida: 8 ¢ o angulo de contacto:
Y representa a interface liquido vapor; Y, representa a interface sélido vapor e Y representa a interface
sélido liquido. Adaptado de Bracco et a/. (2013) [81].

De modo a identificar a molhabilidade das nanofibras de PCL e PCL com ACV e 6mega-3
foi colocada uma gota (0,4 uL) de uma solucdo aquosa a pH = 5,5 e de uma dispersdo micelar
de SLS ao mesmo pH sobre a superficie dos sistemas selecionados, sendo registado o angulo de

contacto.
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4.8.Ensaios de viabilidade dos sistemas terapéuticos

4.8.1. Ensaio de oclusao

A oclusao da pele consiste na formacao de um filme sobre o estrato corneo quer por
deposicao de alguns excipientes emolientes (exemplo: 6leos e vaselina), quer pela deposicao de
particulas de tamanhos reduzidos (exemplo: nanofilmes, nanofibras, nanoparticulas) [82,83]. Este
filme impedira a perda de agua da pele sendo um importante fator para a sua hidratacdo. Um
aumento de agua ao nivel cutaneo também pode favorecer a difusdo de compostos bioativos
através do estrato corneo, pois a agua retida ao nivel da camada lipidica do estrato corneo ira
proporcionar uma hidratacdo dos grupos polares das membranas lipidicas deste estrato,
favorecendo a sua permeabilizacdo [84]. Nos ensaios de oclusdo levados a cabo pretende-se
verificar se o revestimento da pele com as nanoformulacdes desenvolvidas da origem a uma boa
oclusividade.

Para este ensaio foram usados copos de vidro onde foram colocados 50 g de agua
ultrapura. A boca de cada copo foi tapada, ou apenas com um filtro de microfibra de celulose
Whatman (controlo) ou colocando por cima do filtro o sistema terapéutico em estudo (nanofibras
poliméricas). Os ensaios foram feitos em triplicado. Foi também testada a formulacdo comercial
Zovirax™ creme 50 mg g espalhando uniformemente uma massa definida de creme sobre o
filtro. Cada sistema foi colocado numa estufa a 37°C e a intervalos de tempo definidos foi medida

rigorosamente a sua massa. Na Figura 28 mostra-se o sistema utilizado neste ensaio
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Figura 28 - Fotografia do sistema utilizado no teste de oclusividade.

Este ensaio permitiu calcular o fator de oclusao (F) definido como a percentagem de
variacao do fluxo de agua, sem e com o sistema, cuja oclusividade se pretende testar (neste caso

as nanofibras ou a formulacao comercial de ACV) [72,73]:

F = x 1
7 00

sendo A a percentagem de perda de agua, a cada tempo, s6 com o filtro e B a mesma percentagem

num sistema com filtro e nanofibras poliméricas ou formulacao comercial.

4.8.2. Ensaio de viabilidade celular por MTT

Para avaliar /n7 vitro a citotoxicidade de compostos, utilizam-se técnicas laboratoriais, como
0 teste de exclusédo de Trypan Blue, que determina a viabilidade através das lesdes causadas na
membrana celular, o ensaio de lactato desidrogenase (LDH), uma enzima citosolica que so se
liberta se as células morrerem por ruptura da sua membrana plasmatica e o ensaio por brometo
de ((3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2, 5-difeniltetrazélio), MTT, que mede a funcdo mitocondrial da célula,
ou seja, avalia o nivel de funcionalidade da célula e ndo a sua estrutura. Neste trabalho a
viabilidade celular sera estudada pelo ensaio MTT realizado no Instituto de Investigacao e Inovacao
em Saude (i3s) da Universidade do Porto. Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelos
componentes das nanofibras em estudo (polimero e compostos bioativos) no metabolismo celular

dos acucares, usualmente através da avaliacdo da atividade de desidrogenases mitocondriais. Se
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0s componentes testados nao causarem danos as células, estas apresentarao um metabolismo
celular funcional e as desidrogenases mitocondriais estarao ativas. A viabilidade mitocondrial, e
consequentemente, a viabilidade celular, é quantificada pela capacidade que as desidrogenases
mitocondriais celulares tém de reduzir o MTT convertendo-o em formazano [85] (Figura 29).

Desta forma, a reducao do MTT (sal de coloracao amarela soluvel em agua) a formazano,
(sal de coloracdo arroxeada e insoluvel em agua) sera diretamente proporcional a atividade
mitocondrial e a viabilidade celular. Os cristais de formazano formados podem ser solubilizados e
quantificados espetrofotometricamente num comprimento de onda de 570 nm.

0 ensaio MTT para avaliacdo da viabilidade celular apos exposicao aos componentes das
nanofibras teve inicio numa primeira etapa de extracao dos componentes a avaliar de acordo com
0 descrito na norma ISO 10993-5: 2009 e orientacao da ISO 10993-12: 2012. Para isso, as
massas das nanofibras (de PCL e de PCL com ACV e dmega-3) foram medidas sendo
posteriormente cortadas em pequenos pedacos (de modo a aumentar a superficie de extracao) e
adicionadas ao meio de cultura celular completo. A extracao foi realizada a 37 °C durante 24 h a
uma concentracdo de 100 mg de nanofibras por mL de meio sob agitacdo magnética (100 rpm).
Fibras de gaze hidrdfila consideradas como indcuas para as células e usadas como um controlo

negativo neste ensaio foram submetidas ao mesmo procedimento de extracao.

Br
g Desidrogenases mitocondriais
N-N N-NH
[ NS » A N__S
N \ »—CH, I N \\ )—CHa
N7 N—7
CHLQ CH;,
brometo de ((3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5- (E,2)-5-(4,5-dimetiltiazolil-2)-1,3-difenilformazano
difeniltetrazolio) (Formazano)
(MTT)

Figura 29 - Conversao do MTT em formazano. Adaptado de Riss ef a/. (2016) [86].

Apés a etapa de extracdo, o ensaio MTT decorreu em duas linhas celulares cutaneas:
queratinocitos epidérmicos (HaCaT) e fibroblastos do prepucio humano (HFF-1), ambas adquiridas
a American Type Culture Collection (ATCC, EUA), sendo plaqueadas aproximadamente 104

células/poco em placa de 96 pocos. As células foram mantidas com o meio especifico para cada
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tipo celular e 10 % de soro fetal bovino (SFB) em cultura numa incubadora (ESCO Incubadora de
CO; CelCulture®, Singapura) a temperatura de 37 °C, numa atmosfera saturada de agua e com
5 % de CO,, até atingirem 90 % de confluéncia. Posteriormente, o meio foi removido e as células
foram lavadas duas vezes com uma solucao tampao de fosfato-salino (PBS) de pH 7,4, sendo
substituido por meio fresco contendo diferentes concentracdes dos extratos das amostras (100 -
50-25-12,5-6,25- 3,125 mg mL?). Um controlo positivo, capaz de lisar as células e portanto
capaz de reduzir drasticamente a viabilidade celular (Triton X-100 a 1 %) e um controlo negativo
(contendo apenas meio de incubacao celular) foram também adicionados as células na placa.
Apds 24 h de incubacao, o meio foi novamente descartado e as células foram lavadas duas vezes
com PBS. Finalmente, foi adicionada a solucdo de MTT (concentracdo final de 0,5 mg mL™)
deixando as células incubadas por mais 24 h no escuro para que ocorresse a incorporacdo do
MTT e a consequente formacao dos cristais de formazano. Por ultimo, todo o meio foi retirado e
os cristais de formazano formados foram solubilizados em DMSO durante 15 min no escuro a
temperatura ambiente. A absorvancia foi medida a 570 nm num leitor de placas multi-modo

(Biotek Synergy 2, EUA). Os resultados foram analisados de acordo com a seguinte equacao:

S (Abs compostos a testar — Abs controlo negativo)
Viabilidade Celular (%) = — - x 100
(Abs controlo positivo — Abs controlo negativo)

4.8.3. Estudos de permeacao cutidnea

Os estudos de permeacdo cutanea tém como objetivo avaliar como é que um determinado
farmaco ou composto bioativo sofre difusdo através da pele. Estes estudos podem ser feitos /in
vitro ou ex vivo. Nos estudos /n vifro, os que foram realizados neste trabalho, usa-se uma célula
de difusdo, ou célula de Franz (Figura 30) e mede-se a cinética de difusdo do composto bioativo
para um reservatério, usando pele nado viavel ou membranas sintéticas simuladoras de pele. A
célula de Franz é um sistema composto por duas camaras, separadas pela membrana utilizada
no ensaio. Na camara superior é colocada a amostra a testar (nanofibras com os compostos
bioativos incorporados) e na camara inferior é colocada o meio recetor [87,88].

Neste trabalho foi avaliada a difusdo do farmaco através de uma membrana de
polissulfona (PSO) e também através de um excisado de pele de porco. Para isso colocou-se uma

amostra de fibras poliméricas de PCL com ACV e émega-3 na camara superior da célula de Franz
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e na camara recetora colocaram-se 5 mL da dispersdo micelar a pH 5,5. Seguidamente, foram
retiradas aliquotas do meio recetor (0,4 mL), a diferentes tempos, onde foi quantificado o ACV por
espetofotometria de absorcao UV/Vis (no caso das membranas de PSO) ou pelo método derivativo
dos espetros de absorcao UV/Vis (no caso do excisado de pele), permitindo assim obter a cinética
de difusao do farmaco. Também foi avaliada a difusdo cutanea de ACV a partir da formulacao

comercial Zovirax™ creme.

Figura 30 - Célula de difusdo de Franz. A camara dadora localiza-se no topo enquanto que a camara
receptora se encontra na base. Entre as duas camaras é colocada a membrana ou pele utilizada no
ensaio. A amostra contendo o fArmaco é colocada na cdmara dadora e a solucao receptora é colocada
na camara inferior. O tubo inclinado (localizado & direita na imagem) é o local por onde ¢ retirada a
amostragem aos diferentes tempos e por onde é feita a reposicao de volume. Os dois tubos horizontais
permitem a entrada e saida de agua para controlar a temperatura do sistema.

Adaptado de Ansel, Popovich & Nicholas (1989) [87].

No caso dos ensaios com excisado de pele foi necessario recorrer a derivacdo dos espetros
de absorcado UV/Vis devido a libertacdo para o meio receptor de produtos de degradacéo da pele.
O doseamento de compostos por espetroscopia derivativa (ED) € um método que permite
individualizar os constituintes de uma mistura eliminando a interferéncia de produtos indesejaveis,
como excipientes e produtos da degradacao, assim como interferéncias da dispersao e de outros
compostos absorventes [89]. Assim, apds a obtencado dos espetros de absorcao das aliquotas
recolhidas e de modo a eliminar as interferéncias de outros componentes que ndo o ACV
(presumivelmente produtos resultantes da degradacdo da pele) foi tracada a 1* derivada dos
espetros de absorcdo medidos (Anexo 2). Foi efetuado o mesmo processo de derivacdo aos

espetros de absorcdo dos padrdes de ACV de concentracdo conhecida. Apos se verificar que os
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picos observados nos espetros da derivada dos espetros de absorcao das diversas aliquotas
recolhidas (que se podem ver no Anexo 6) coincidem com os da derivada dos espetros de absorcao
dos padrdes, selecionou-se 0 pico localizado no comprimento de onda de 287 nm para se fazer o
doseamento do ACV. Tracou-se um grafico da amplitude da primeira derivada nesse comprimento
de onda para cada solucao padrao, em funcao da respetiva concentracéo e usou-se o declive desse

grafico para dosear o ACV.
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5. Resultados e Discussio

este capitulo sao apresentados, analisados e discutidos todos os resultados
experimentais obtidos, quer os referentes aos sistemas iniciais em que se
incorporou um composto bioativo de cada vez, ACV ou 6mega-3, em cada um dos
polimeros selecionados, PCL e proteina zeina, quer os seguintes em que se fez a coencapsulacéo

dos dois principios ativos em fibras de PCL.

5.1.Solucdes poliméricas

As solucdes poliméricas foram preparadas tal como descrito na Tabela 10.

As solucdes de PCL em cloroférmio e na mistura cloroférmio/metanol, solucdes 1 e 2 da
Tabela 10, apresentam-se homogéneas, transparentes e pouco viscosas como se mostra na Figura
31-A. As solucdes poliméricas com o ACV incorporado (Tabela 10, solucdes 3, 4 e 5) ndo sao
completamente homogéneas. O farmaco ndo se dissolve totalmente, mas forma uma

microemulsao estavel, de aspeto leitoso, como se pode ver na Figura 31-B.

il

Figura 31 - Solucdes poliméricas de PCL.
A - Solucdo de PCL num solvente misto de cloroférmio:metanol, num racio de 2:3
B - Solucéo de PCL com ACV a 2 % (m/v) em cloroformio:metanol, num racio de 2:3.

A preparacao da solucado de PCL com os &cidos gordos 6mega-3 foi feita como descrito
na linha 6 da Tabela 10. A solucao final apresenta-se homogénea, transparente e pouco viscosa.
As solucdes da proteina zeina foram preparadas também como descrito na Tabela 10. A
linha 7 diz respeito a solucao da proteina zeina sozinha e as linhas 8 e 9 incluem a incorporacao
dos principios ativos. A dissolucao da proteina zeina na mistura etanol:agua é completa, obtendo-
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-se uma solucdo amarela. A dissolucdo do ACV na mesma mistura de solventes ndo é completa e
por isso 0 que se obtém é uma microemulsao estavel, de aspeto amarelado. A adicdo de dmega-
3 a zeina (Tabela 10, linha 9) resulta numa solu¢cdo homogénea, amarela e um pouco viscosa.
As misturas com vista a incorporacao dos dois principios ativos em simultaneo foram
preparadas como descrito na linha 10 da Tabela 10. Apresentam-se esbranquicadas devido ao

ACV, formando uma microemulsao estavel e de aspeto homogéneo.

5.2.Nanofibras produzidas por electrospinning

As nanofibras de PCL e de zeina foram preparadas por electrospinning de acordo com as
condicoes apresentadas na Tabela 11.

As nanofibras de PCL apresentam-se relativamente homogéneas, brancas, resistentes e
faceis de retirar do coletor de aluminio sobre o qual sdo depositadas, como se vé na fotografia
mostrada na Figura 32-A. As nanofibras de PCL com o ACV incorporado tém um aspeto idéntico

(ver fotografia da Figura 32-B).

Figura 32 - Fotografia das nanofibras de PCL (A) e de PCL com ACV (B)
produzidas por éelectrospinning

Também as nanofibras de PCL com o6mega-3 mantém um aspeto idéntico ao das
anteriores, sao brancas, homogéneas, resistentes e faceis de retirar do coletor de aluminio. Na

Figura 34 mostra-se uma fotografia destas fibras.
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Figura 33 - Fotografia das nanofibras de PCL com émega-3 produzidas por electrospinning

As nanofibras de zeina recolhidas do coletor apresentam uma tonalidade ligeiramente
amarelada (devido a cor do polimero) e um aspeto quebradico e fragil, sendo dificil a recolha de

um tapete continuo. A Figura 34 mostra uma fotografia destas fibras.

Figura 34 - Nanofibras de zeina produzidas por electrospinninga partir de solucdes
de zeina a 30 % (m/m) num solvente misto de etanol:agua (8:2).

Para tentar melhorar a qualidade mecéanica destas fibras e impedir a rapida evaporacgao
do solvente e consequente entupimento da agulha foi colocado um reservatorio de etanol a
envolver a ponta da agulha como se mostra esquematicamente na Figura 35. De acordo com um
estudo anterior, em que os autores produziram nanofibras de zeina [90], esta estratégia

proporcionaria uma maior pressao de vapor ao redor do cone de Taylor permitindo a formac&o de
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um jato mais continuo Contudo nao se verificaram melhorias significativas nas propriedades

mecanicas das fibras e estas mantiveram o seu aspeto fragil e quebradico.

Cone de Taylor
Suporte
Algodao saturado com etanol

Agulha

Figura 35 - Esquema de electrospinning para nanofibras de zeina, com o reservatorio de etanol.
Adaptado de Li, Lim & Kakuda (2009) [90].

As nanofibras de zeina com incorporacao de ACV e de 6mega-3 mantém o mesmo aspeto
fragil e quebradico, apresentando-se algo heterogéneas, com zonas mais amareladas do que
outras, sugerindo que os compostos bioativos nao estardao uniformemente distribuidos nestas

fibras. A Figura 36 mostra fotografias destas fibras.

Figura 36 - Nanofibras da proteina zeina produzidas por electrospinnning, com
incorporacaode ACV (A) e com incorporacdo de 6mega-3 (B).

Como as fibras poliméricas preparadas a partir da proteina zeina ndo apresentaram as

caracteristicas mecanicas desejadas, optou-se por fazer a coencapsulacdo dos dois principios

ativos, ACV e 6mega-3, apenas em PCL. Estas fibras foram preparadas como indicado na Tabela
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11. Apresentam-se brancas, uniformes, resistentes e faceis de retirar do coletor. Na Figura 37

mostra-se uma fotografia destas fibras.

Figura 37 - Nanofibras de PCL com ACV e 6mega-3, preparadas por electrospinning.

5.3.Doseamento espetrofotométrico dos compostos bioativos

O doseamento dos principios ativos foi feito como descrito em 4.5. Em todos os ensaios
foi considerada uma distribuicdo homogénea dos principios ativos nas solucdes poliméricas e nas
fibras resultantes. Assim, o teor nominal de composto bioativo na massa de fibra usada em cada
ensaio de libertacdo foi calculado assumindo que se mantém a proporcdo massa de

polimero/massa de composto bioativo da solucdo polimérica.

5.3.1. Doseamento do ACV nas fibras poliméricas

A Figura 38 mostra os resultados obtidos a partir de fibras de PCL com encapsulacéo de
diferentes concentracoes de ACV. O ensaio foi feito em tampao pH = 5,5 colocando as fibras no
interior da manga de dialise e decorreu durante 145 horas. Observa-se uma rapida libertacao
inicial (primeiras 10 horas) seguida de uma libertacdo mais lenta e sustentada. Provavelmente a
libertacdo inicial corresponde ao ACV que se encontra mais perifericamente ligado ao PCL. O
aumento da concentracéo de ACV nas fibras diminui a importancia do burst inicial, mantendo-se

uma libertacao lenta e sustentada ao longo das 145 horas do ensaio.

93



12' A B
Le=='t
,'—-. I T T T T T T T s s E s E s 1
104 o r ) '
3 > o I I
o’ 1 . |1
< 8+ ’," Ig‘ . |
@ o I - . !
1; _-Wue . > | 8 : |
- " -: ol’

" - W 1 - . 1
64 # - » L} .
5__.__ . Al :g' o :
UI /" ..” M I LA I
R R o 8.4, |
;l 1 - __-—" ''''' 1 1
‘:2 :’-;J : o v v v v - :
Bel I | o ' ? ) . ] @ .
1 1 | Tompo (h) 1
| | e o o o e e e e e e ]
Io' . L A L L) v 1
Lo 40 80 120 160
Tempo (h)

Figura 38 - Perfil de libertacdo do ACV de nanofibras de PCL em tampéao pH = 5,5. (A) ao fim de 145
horas e (B) ao fim de 6 horas. Legenda: B Nanofibras de PCL com 1 % de ACV (m/v); ® Nanofibras de
PCL com 2 % de ACV (m/v) e B Nanofibras de PCL com 4 % de ACV (m/v).

Na Figura 39 apresentam-se os resultados obtidos quando a cinética de libertacao do ACV
de fibras poliméricas de PCL ¢é estudada em meio micelar. Nesta figura estdo representadas quatro
réplicas em que a concentracao de ACV nas fibras de PCL é de 2 % (m/v) e é possivel observar
uma grande variabilidade nos resultados obtidos. Esta grande variabilidade podera ter varias
justificacdes possiveis. Podera ser devida a heterogeneidades intrinsecas ao processo de
producdo, resultando em fibras que nao tém a mesma espessura e/ou 0 mesmo teor de farmaco.
Como ja foi referido, existem varios parametros que afetam a producdo das fibras e que, para
garantir a sua homogeneidade, devem ser mantidos constantes. Neste trabalho nao foi possivel
garantir a constancia do valor da temperatura e humidade relativa, uma vez que o fomemade set-
up nao possui estes controlos ficando assim estes parametros dependentes das condicoes de
temperatura e humidade do proprio laboratorio. Outra possivel contribuicdo para a ocorréncia de
variabilidade entre réplicas podera estar associada a forma como as fibras se dispéem dentro da
manga de dialise, 0 que pode alterar a acessibilidade do meio as fibras. No entanto, apesar da
variabilidade observada para as varias réplicas, verificou-se que, em termos médios, a
percentagem de libertacdo do ACV no meio micelar é significativamente maior, 85-95 %, quando

comparada com os cerca de 6 % libertados das nanofibras em presenca de um meio aquoso.
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Figura 39 - Perfil de libertagdo do ACV de nanofibras de PCL em meio micelar (pH = 5,5).
Legenda: B Réplica 1; W Réplica 2; ® Réplica 3 ¢ ® Réplica 4.

Na Figura 40 é possivel comparar a libertacdo do ACV das nanofibras nos dois meios
(micelar e aquoso), sendo clara a diferenca entre os dois perfis de libertacdo do farmaco. Uma
razao possivel para tal diferenca podera ser explicada pelas caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco enunciadas em 2.3.5. Conforme descrito, os problemas farmacocinéticos do ACV
parecem estar relacionados com a sua relativamente baixa solubilidade em agua e baixa
lipofilicidade. Assim, a baixa solubilidade deste farmaco em agua explica a sua menor libertacéo
qguando o meio é uma solucao aquosa tamponada. Por outro lado, a baixa lipofilicidade do farmaco
poderia levar a crer que a sua libertacdo num meio micelar também nao fosse elevada. No entanto,
apesar de os valores de LogP octanol/agua do ACV reportados na literatura serem extremamente
baixos, a particdo deste farmaco em sistemas bifasicos mais semelhantes ao ambiente biolégico
(LogP lipossoma/agua) é descrita como 3000 vezes superior ao valor obtido em sistemas bifasicos
simples octanol/agua [91]. Uma explicacdo para este facto reside no tipo de solvente que é
utilizado para representar a fase apolar. Ao contrario do octanol, as bicamadas lipidicas possuem

moléculas anfifilicas cujas cabecas polares permitem o estabelecimento de interacdes com os
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farmacos. O mesmo se observa no meio micelar de SLS onde a cabeca polar do tensioativo
carregada negativamente mimetiza melhor o ambiente polar das membranas também carregadas
negativamente [92]. Assim, o meio micelar oferece oportunidades de ligacdo mais extensa ao ACV
uma vez que este farmaco ao pH cutaneo ligeiramente acidico tem tendéncia a protonar-se ao
nivel do azoto do anel imidazélico [93] e assim efetuar interacdes eletroestaticas com a superficie

micelar.
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Figura 40 - Comparacao do perfil de libertacdo do ACV das fibras de PCL.
Legenda: @ em meio aquoso e M em meio micelar. As barras de erros representam o desvio padrao, n=3.

No meio micelar a percentagem de libertacdo do ACV é maior desde o inicio mas é
também mais sustentada porque o burstinicial é bastante reduzido face ao valor final. Enquanto
que em tampao a libertacao as 10 horas é mais de 50 % da final, em meio micelar a libertacao de
ACV é de cerca de 10 %.

As fibras de zeina com ACV foram estudadas de modo semelhante comparando a
libertacéo do farmaco nos dois meios (aquoso e micelar). Nas fibras de zeina a concentracao de
ACV é de 3 % (m/v). O ensaio foi feito colocando as fibras (trés réplicas) dentro da manga de
dialise e usando como meio uma solucao tampao pH = 5,5. Tal como anteriormente, continua-se
a verificar uma grande variabilidade de resultados entre as varias réplicas, como se mostra na

Figura 41 mas, apesar disso, é possivel perceber um comportamento geral no perfil de libertacao.
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O ACV liberta-se continua e sustentadamente ao longo das 50 horas do ensaio. Apesar de a
libertacao nas primeiras 10 horas de ensaio corresponder aproximadamente a 50 % da obtida ao
fim das 50 horas, a percentagem final libertada &€ muito maior do que nas fibras de PCL. Estes
resultados poderao indicar que o ACV tem maior afinidade para o PCL do que para a zeina embora
também seja de considerar o facto de as fibras de zeina serem muito frageis e se apresentarem
em pedacos muito pequenos, o que pode aumentar a area de contacto das fibras com o meio

favorecendo assim a libertacdo do ACV.
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Figura 41 - Perfil de libertacdo do ACV de nanofibras de zeina em tampao pH = 5,5.
Legenda: B Réplica 1; ® Réplica 2 e ® Réplica 3.

Na Figura 42 é possivel observar também os resultados obtidos com as mesmas fibras de
zeina com ACV, mas neste caso o ensaio de libertacao do farmaco foi feito em meio micelar. O
perfil de libertacao € idéntico, observando-se apenas que a libertacao € mais rapida e mais eficiente

no meio micelar, uma vez que ao fim das 50 horas mais de 90 % do ACV se libertou das fibras.
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Figura 42 — Comparacao dos perfis de libertacdo do ACV.
Legenda: vermelho — meio aquoso: M nanofibras de PCL e ® nanofibras de zeina;
azul - meio micelar: ® nanofibras de PCL e ® nanofibras de zeina.
As barras de erros representam o desvio padrao, n=3.

Comparando a forma como o ACV, em meio micelar, se liberta das fibras de zeina e das
fibras de PCL (Figura 43) verifica-se que a libertacdo é mais rapida a partir das fibras de zeina,
indicando que as fibras de zeina favorecem a libertacdo do ACV provavelmente por serem frageis

e mais solUveis em agua, como era expectavel pela sua natureza anfifilica [45].
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Figura 43 - Comparacao dos petfis de libertacdo do ACV das fibras em meio micelar. Legenda:
W nanofibras de PCL e M nanofibras de zeina. As barras de erros representam o desvio padrao, n=3.
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Como ja se referiu, foram também produzidas fibras poliméricas de PCL coencapsulando
0s dois principios ativos. Na Figura 44 mostram-se os resultados obtidos para a libertacao
controlada do ACV destas fibras.

Este ensaio foi feito em meio micelar, colocando as fibras dentro de uma manga de dialise
(cut off de 3,5 kDa). Uma vez que nos estudos anteriores se verificou alguma variabilidade entre
as réplicas da mesma fibra e uma vez que uma possivel razdo apontada para esta variabilidade
foi a forma como a fibra é exposta ao meio, este ensaio foi feito otimizando a forma como se
colocam as fibras dentro da manga de dialise, tendo especial cuidado em colocar as fibras
esticadas para assegurar, dentro do possivel, que a area de contacto das fibras com o meio é
idéntica nas trés réplicas. Efetivamente a variabilidade dos resultados € menor quando comparada

com a que foi observada nas fibras de PCL apenas com ACV, mostrada na Figura 39.
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Figura 44 - Perfil de libertagcao do ACV a partir de nanofibras de PCL com ACV e 6mega-3 em meio
micelar.
Legenda: @ Réplica 1; W Réplica 2 e B Réplica 3.

Os perfis da Figura 45 foram submetidos a um ajuste com diferentes modelos
matematicos [94,95], para melhor compreender o mecanismo de libertacao do ACV. Nas Tabelas
A5 do Anexo 5 apresentam-se os valores dos varios parametros obtidos apos a aplicacao dos

modelos matematicos que apresentaram maior valor do coeficiente de determinacéo, R? (Modelos
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de 12 ordem, Korsmeyer-Peppas com ou sem efeito burst e Gallagher-Corrigan). Através do valor
do R? é possivel avaliar a qualidade do ajuste. No entanto, geralmente, esse valor tende a aumentar
com a adicdo de mais parametros do modelo, independentemente do significado da variavel
adicionada. Ao comparar modelos com diferentes numeros de parametros, o coeficiente de
determinacao ajustado (R%ajustado) € Mais significativo:

2 _ _(/7——7)

austado (J_RZ)
ustad (n—p)

em que n é o numero de pontos experimentais e p € o numero de parametros do modelo.

Através do calculo de R?justado, (Tabelas A5 do Anexo 5) ¢ possivel afirmar que o modelo
de Gallagher-Corrigan é aquele que proporciona um melhor ajuste aos pontos experimentais,

sendo este ajuste o representado na Figura 45.
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Figura 45 - Comparacao do perfil de libertacido do ACV a partir de PCL.

Legenda: W perfil de libertacao do ACV a partir de nanofibras de PCL (fibras dispostas aleatoriamente
dentro da manga) e W perfil de libertacao do ACV a partir de nanofibras com a coencapsulacdo de ACV e
omega-3 (fibras dispostas esticadas dentro da manga). A linha representa o ajuste da cinética de
libertacdo ao modelo de Gallagher-Corrigan. As barras de erros representam o desvio padrao, n=3.

Segundo este modelo, a libertacdo de farmacos a partir de matrizes poliméricas apresenta
muitas vezes um comportamento bifasico indicativo de uma fase inicial em que ocorre uma

libertacao mais rapida do farmaco adsorvido a superficie e de uma segunda fase onde o farmaco,

mais profundamente imerso na matriz polimérica porosa, se vai libertar devido ao fenédmeno
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simultaneo de swelling (inchaco em contacto com o meio aquoso) e/ou erosdo da matriz

polimérica (Figura 46).
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Figura 46 - Representacio esquemadtica da libertacao do farmaco ACV da matriz polimérica das
nanofibras que justifica uma cinética bifasica ajustada pelo modelo de Gallagher-Corrigan.

A distincao das duas fases é particularmente notéria no ensaio em que as fibras estao
dispostas ao acaso dentro da manga (Figura 45 a cor preto) confirmando a necessidade de
melhorar a acessibilidade da fibra ao meio de libertacdo. De facto, se a fibra ndo se encontra toda
esticada e igualmente acessivel ao meio, a libertacdo do farmaco da-se por etapas que refletem
uma libertacdo mais rapida das zonas mais acessiveis seguida de uma libertacao mais lenta das
zonas menos expostas ao meio. No ensaio em que as fibras foram colocadas esticadas dentro da
manga, a distincao das duas fases foi atenuada, pois a acessibilidade da fibra ao meio de libertacao
¢ mais uniformemente controlada. Ainda assim verifica-se um comportamento bifasico
caracteristico da libertacdo de farmacos de matrizes poliméricas tal como referido para varios
sistemas de entrega de farmacos de matriz polimérica [96-99]. Destes trabalhos reportados, um
estudo de libertacdo de farmaco a partir de nanofibras poliméricas de PLA por eletrospinning
refere precisamente que o comportamento de libertacdo controlada pode ser faseado dependendo
das caracteristicas da fibra, nomeadamente da sua porosidade, e da distribuicdo da malha
polimérica (forma como varias camadas da matriz polimérica se sobrepdem condicionando uma

libertacao distinta entre o farmaco a superficie e o farmaco distribuido no interior da fibra) [100].

5.3.2. Doseamento do aciclovir na formulacdo comercial Zovirax™ creme

Para se poder comparar a cinética de libertacao do ACV a partir das nanofibras produzidas

com a cinética de libertacdo do ACV a partir de uma formulacdo comercial (Zovirax™ creme), foi
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feito o doseamento do farmaco ao longo do tempo, duma forma idéntica a descrita anteriormente.
Assim, uma massa previamente conhecida de creme foi espalhada no interior da manga de dialise
e foi feito o ensaio de libertacao, como habitualmente, em meio aquoso € micelar, a pH = 5,5. A

Figura 47 mostra o resultado destes ensaios.

e
80 4 = ...‘
-
R ...'.-.r . ....
> 7 e o,
260‘ /,’ —".——“-_—
% K ”’ s £ ” - /( olke -
18 ,“ ke
§' 40 4 - 5 reg
@ : X
e f"u
® n
= 20 4
32
»
0 v T v T v T v T v T
0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Figura 47 — Perfil de libertacao do ACV da formulacdo comercial Zovirax™ Creme.
Legenda: @ meio aquoso e M meio micelar.

Contrariamente ao que acontece com as fibras poliméricas, neste ensaio com a
formulacao comercial a libertacao do ACV é mais eficiente no meio aquoso do que no meio micelar.
Tal pode ser devido ao facto de, na formulacdo comercial, a estabilidade da emulsdo O/A ser
afetada na presenca do meio aquoso que pode alterar o efeito do agente emulsificante por
diminuicao da sua concentracdo. O meio micelar, por sua vez, contendo tensioativos pode
contribuir para a maior estabilizacdo da emulsdo O/A diminuindo assim a libertacdo do ACV. Para
facilitar a comparacdo, na Figura 48 apresentam-se os resultados da libertacdo de ACV obtidos

com as fibras poliméricas e com a formulacao comercial, em meio micelar.
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Figura 48 - Comparacao dos perfis de libertacdo do ACV das nanofibras produzidas e da formulacéo
comercial em meio micelar. Legenda: B nanofibras de PCL, B nanofibras de zeina e B Zovirax™ creme.

As barras de erros representam o desvio padrao, n=3.

5.3.3. Doseamento do 6mega-3 nas fibras poliméricas

0 estudo da libertacdo dos acidos gordos 6mega-3 a partir das fibras de zeina ou de PCL,

bem como a partir das fibras de PCL contendo os dois principios ativos incorporados em

simultaneo, foi feito em hexano (Figura 49). Nestes ensaios as fibras foram colocadas diretamente

em contacto com 10 mL do solvente.
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Figura 49 - Perfil de libertacdo do 6mega-3 em hexano. Legenda: B nanofibras de PCL, B nanofibras
de zeina e B nanofibras de PCL com coencapsulacao de ACV e 6mega-3.

0 estudo da libertacao dos acidos gordos 6mega-3 a partir das fibras de zeina revelou uma
libertacdo imediata de cerca de 35 % durante a 1% hora de contacto com o solvente e uma
libertacdo mais lenta até cerca dos 45 % no final de 22 h de imersao da fibra no solvente. Ja nas
fibras de PCL com ou sem ACV incorporado a libertacdo de 6mega-3 atingiu cerca de 60 % logo
ao fim de 10 min de contacto da fibra com o solvente diminuindo até cerca de 40 % no final de
22h de ensaio. As diferencas observadas nos dois tipos de fibras dizem respeito aos diferentes
graus de lipofilicidade dos polimeros que as constituem. A zeina, sendo um polimero anfifilico
demonstra afinidade para compostos lipofilicos e hidrofilicos. Assim, a zeina (LogP=1,39,
calculado com o software Chemaxon®) é capaz de encapsular compostos de elevada lipofilia como
os acidos gordos omega-3 (LogP=6,10 calculado com o software Chemaxon®). No entanto o
hexano possui maior lipofilia que a zeina (LogP=3,90) [101], o que justifica a rapida libertacdo do
omega-3 para este solvente. A libertacao a partir das fibras de zeina nao foi completa durante o
periodo de avaliagdo, provavelmente porque ocorreu apenas a libertacdo do 6mega-3 mais
acessivel ao solvente. O PCL é descrito como um polimero muito lipofilico (LogP=4,03) [102] capaz
de encapsular farmacos fracamente sollveis em agua. A afinidade do émega-3 para o PCL e para
0 hexano deve ser muito semelhante, uma vez que o solvente e o polimero apresentam valores de

LogP muito proximos. Tal justifica que, inicialmente, se dé uma libertacao rapida do acido gordo
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omega-3 por contacto com o solvente, mas que depois haja um decréscimo da quantidade de
acidos gordos presentes no meio, provavelmente por readsor¢cdo do composto bioativo a matriz
polimérica com a qual apresenta grande afinidade.

Na Figura 50 comparam-se os perfis de libertacdo do ACV a partir de fibras de PCL com
os dois compostos bioativos encapsulados, pretendendo-se mostrar o efeito do envelhecimento
das fibras. Este efeito é sobretudo devido a oxidacao ao ar e a luz do dmega-3. Assim, as fibras
produzidas ha mais tempo, expostas ao ar e a luz, revelaram uma oxidacao progressiva com
alteracdes macroscopicas visiveis: cor amarela e maior rigidez ao tato (Figura 51). Esta rigidez
advém do facto de os acidos gordos polinsaturados e portanto muito fluidos (devido a falta de
empacotamento que as ligacdes duplas proporcionam nas cadeias hidrocarbonadas) sofrerem
peroxidacdo e originarem derivados saturados mais rigidos (maior empacotamento das cadeias
hidrocarbonadas) [103]. Os produtos da peroxidacdo dos acidos gordos insaturados conferem a
fibra oxidada regides mais rigidas e ordenadas que poderao assim explicar uma menor libertacao
(cerca de 8 %) ou uma libertacao mais lenta do ACV encapsulado nestas fibras, comparativamente
as fibras ndo oxidadas. A rigidez da matriz polimérica apos oxidacdo também podera provocar
uma menor molhabilidade da fibra diminuindo a acessibilidade ao meio, justificando assim a
menor libertacdo de farmaco observada. Este efeito esta de acordo com o reportado acerca de
polimeros com regides mais cristalinas que tém taxas de libertacao mais lentas em comparacao
com regides amorfas devido a absorcao de agua muito baixa em matrizes tridimensionais
ordenadas [104].

Efetivamente, as contantes de libertacao k;e k, (ver Tabela 5-3 do Anexo 5) sdo maiores
nas fibras recém produzidas (0,049+0,010 e 0,092+0,0099 h'') do que nas fibras mais
envelhecidas (0,0289+0,013 e 0,074+0,0098 h1, respetivamente). Assim, nas nanofibras recém
preparadas, atinge-se cerca de 66 % de libertacdo do ACV ao fim de 36 horas, e apenas de 37 %
ao fim de 56 horas nas fibras oxidadas. A segunda fase de libertacdo de ACV é mais pronunciada
nas fibras oxidadas (visivel através da relacao entre F,,,, € Fb), uma vez que ao fim de 100 horas

as percentagens tendem a aproximar-se dos 100 %.
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Figura 50 - Comparacao do perfil de libertacao de ACV das nanofibras de PCL com ACV e 6mega-3
com diferentes estados de oxidacdo. Legenda: B nanofibras ndo oxidadas (recém produzidas) e
B nanofibras oxidadas (produzidas ha 4 meses). Ambos os ensaios foram realizados em meio micelar. A
linha representa o ajuste da cinética de libertacdo ao modelo de Gallagher-Corrigan. As barras de erros
representam o desvio padrao, n=3.

Figura 51 - Fotografia de nanofibras de PCL com 6mega-3 com diferentes estados de oxidacao.
A esquerda nanofibras de PCL com émega-3 recém produzidas. A direita nanofibras de PCL com émega-
3 4 meses apos a producao.
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5.4.Caracterizacdo das nanofibras de PCL com a coencapsulacao de ACV e
acidos gordos 6mega-3

5.4.1. Microscopia eletronica de varrimento com dispersao de raios-X (SEM-
EDS)

As nanofibras de PCL (Figura 52) e de PCL com ACV, com diferentes percentagens de
ACV (Figura 53), foram observadas no microscépio eletronico. O diametro médio das fibras foi

medido através do software de imagem Dijgimazer.

Figura 52 - Visualizacdo por microscopia eletronica de varrimento,
de nanofibras de PCL com uma ampliacao de 1000X.

= ——

1A

Figura 53 - Visualizacdo por microscopia eletronica de varrimento de nanofibras de PCL com ACV.
(A) = com 2 % ACV (m/v) e ampliacdode 2000X; (B) — com 4 % ACV (m/v) e ampliacado de 2700X.
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As nanofibras produzidas apresentam, microscopicamente, uma morfologia heterégenea
com grande variabilidade de diametros e orientacao aleatoria. Podem ser identificados, na Figura
52, aglomerados de nanofibras de PCL. Na Figura 53(A) é possivel observar uma estrutura mais
grossa, que atravessa toda a imagem, em cujo interior parecem existir nanofibras de menor
didmetro.

Numa tentativa de perceber a origem do aspeto das fibras mostradas na Figura 52,
obtiveram-se duas imagens, exatamente nas mesmas condicdes (ampliacdo de 2000X) e da
mesma matriz de nanofibras de PCL com ACV e émega-3. Estas imagens mostram-se na Figura
54 sendo que na parte (A) se observa a face superior da fibra e na parte (B) a face inferior da fibra,

ou seja, a face que ficou agarrada ao coletor, papel de aluminio.

Figura 54 - Visualizagdo por microscopia eletrénica de varrimento.
de nanofibras de PCL com ACV e dmega-3 (ampliacdo de 2000X).
(A) - face superior; (B) - face inferior

Estas imagens confirmam que, tal como esperado, as fibras sdo muito pouco densas,
muito porosas, e por isso, o facto de se depositarem sobre a superficie lisa do coletor (papel de
aluminio) faz com que coalescam e percam rugosidade superficial na face inferior que fica em
contacto com o coletor. Mesmo a olho nu consegue-se observar que as duas faces da fibra sdo
diferentes tendo a face inferior mais brilho, o que indica ser mais lisa, menos rugosa do que a face
superior. Podemos assim afirmar que a imagem mostrada na Figura 52 (B) devera ser da face
inferior da fibra.

Usando o software Djgimazer foram medidos, a partir das imagens obtidas, os diametros
de 1000 fibras e foi feito o histograma representativo da distribuicdo de tamanhos. Os histogramas
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obtidos apresentam-se na Figura 55. O diametro médio das fibras de PCL é de 1,75 um com um
desvio padrao de 37,7 % (0,66 um). As nanofibras de PCL com 2 % ACV apresentam um diametro

médio ligeiramente superior, cerca de 1,87 um com um desvio padrao da ordem dos 56,7 % (1,06

pum).
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Figura 55 - Histogramas representativos da distribuicdo dos diametros das fibras.
(A) - nanofibras de PCL e (B) — nanofibras de PCL com 2 % ACV (m/v).

Para confirmar que a matriz polimérica é efetivamente muito porosa, tentou-se medir a
sua espessura através de uma imagem de SEM. Procedeu-se entdo ao congelamento em azoto
liquido de um pedaco de fibra e corte com faca micrométrica para evitar deformacao na margem
de corte. Com este procedimento conseguiu-se obter a imagem que se mostra na Figura 56,

podendo-se ver que esta amostra tem uma espessura de aproximadamente 315 pm.
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Figura 56 - Imagem de microscopia eletrénica de varrimento de um corte lateral de uma matriz
polimérica de fibras de PCL contendo ACV e démega-3 realizado com ultramicrétomo apos congelamento
em azoto liquido da amostra. A espessura da matriz polimérica ¢ de cerca de 315 pum.

Pegando numa amostra de fibra idéntica a esta, pesando-a rigorosamente e medindo o
seu comprimento e largura, foi possivel estimar a porosidade desta amostra. O que se fez foi
calcular a massa volumica da amostra (ppcy, ripres) dividindo a sua massa pelo seu volume,
usando a espessura obtida por SEM. Comparando esta massa volumica com a do PCL em bulk
(1,145 g cm3) estimou-se a porosidade (p) da amostra fazendo [60]:

p=1-— <pPCL,fibras>
PpcL,bulk

O valor obtido obtido foi p = 0,74, o que significa que cerca de 74 % do volume da fibra
serao espacos vazios, confirmando-se a elevada porosidade das fibras produzidas.

Para além da observacao da morfologia das fibras, foi também analisada a sua
composicao elementar por espetroscopia de dispersao de energia de raios-X (EDS). A analise EDS
foi efetuada em trés pontos de uma amostra de fibras de PCL contendo ACV, assinalados na Figura

57. O espetro obtido mostra-se também nesta figura.
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Figura 57 - Espetro de EDS de uma amostra de fibras de PCL com ACV mostrando a presenca dos
elementos azoto (N), carbono (C) e oxigénio (O). As barras de erros representam o desvio padrdo, n=3.

O polimero PCL apresenta uma composicao elementar a base de carbono (C), hidrogénio
(H) e oxigénio (O) nas proporcdes indicadas pela sua formula molecular: CsH1002. A molécula de
ACV apresenta uma composicdo elementar também a base de C, H e O, apresentando
adicionalmente o elemento azoto (N) e uma proporcdo elementar indicada na sua formula
molecular: CgH11Ns03. Da analise da composicao elementar das nanofibras de PCL com ACV é
possivel verificar que o elemento presente em maior percentagem é o carbono, com 70,2 + 5,0
%, seguindo-se o oxigénio com uma percentagem de 22,6 + 4,6 %. Os elementos C e O existem
quer nas moléculas de ACV quer nas moléculas de PCL constituintes da fibra. No entanto, o azoto,
que esta presente na fibra analisada numa percentagem de 7,2 + 1,2 %, permite confirmar a
encapsulacdo de ACV na matriz polimérica de PCL, uma vez que este elemento apenas existe na
molécula do farmaco. Se considerarmos que o N presente no espetro de EDS provém somente do
ACV, podemos através da % de N determinada na fibra e da formula molecular do ACV inferir as
percentagens de carbono (8/5x7,2% = 11,5%) e de oxigénio (3/5x7,2% = 4,3%) provenientes do
ACV. Sabendo estas percentagens e considerando que as percentagens dos elementos carbono e
oxigénio determinadas na fibra de PCL com ACV foram muito superiores, conseguimos calcular,

pela diferenca dos dois valores, qual a percentagem de carbono e de oxigénio correspondentes

111



somente a fibra de PCL (70,2%—11,5% = 58,7% de C; 22,6%—4,3% = 18,3% de O). Estes valores

vém mais uma vez confirmar a proporcao elementar encontrada no espetro de EDS uma vez que

0 racio C:0 obtido para o PCL é de cerca de 3 (C:0 =58,7%:22,6%), que é o racio teorico indicado

pela formula molecular deste polimero (6:2).

5.4.2. Difracao de raios-X

Para perceber o efeito da técnica de efefrospinning na estrutura cristalina do polimero

PCL, foi feita a analise comparativa do difratograma do PCL em granulos com o difratograma do

PCL em nanofibras (Figura 58).
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Figura 58 - Difratograma de raios-X de nanofibras de PCL (vermelho) e de PCL em gréos (azul). As
linhas verticais indicam as posicdes dos picos de difracao do PCL em graos e permitem identificar um
desvio de ambos os picos no difratograma de PCL nas nanofibras. (110) e (200) correspondem aos
indices de Miller (hkl) e identificam os planos de difracao do PCL usados para o calculo do tamanho das

cristalites.

Por observacao da figura verificamos que em ambos difratogramas o PCL apresenta uma

estrutura cristalina com dois picos mais intensos situados em 26 = 21,55° e 24,01° para o PCL

em granulos e em 20 = 21,47°e 23,77° para o PCL em fibras (Tabela 12). Estes dois picos estao

de acordo com o reportado na literatura como correspondentes aos planos de difracdo (110) e
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(200) e indicam uma estrutura cristalina ortorrdombica do polimero [105-107]. O desvio dos picos
de Bragg, para menores angulos de 6, quando o polimero de PCL se encontra nas nanofibras pode
ser atribuido a uma tenséo de estiramento [108] a que o polimero é sujeito durante o processo de

fabrico por efetrospinning.
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Figura 59 - Difratograma de raios-X de ACV p6 (azul), nanofibras de PCL (vermelho) e nanofibras de
PCL com 4 % de ACV (preto). As linhas verticais azuis indicam as posicdes dos picos de difracdo do ACV
po e permitem identificar a posicao destes picos quando o ACV se encontra nas nanofibras. As linhas
verticais vermelhas indicam as posicdes dos picos de difracdo das nanofibras de PCL e permitem
identificar a posicao destes quando o PCL se encontra nas nanofibras contendo ACV. (110) e (200)
correspondem aos indices de Miller (hkl) e identificam os planos de difracdo do PCL usados para o
calculo do tamanho das cristalites de PCL. (ACV) identifica o pico de Bragg usado para o calculo da
cristalite de ACV.

Foram também analisados por XRD, o ACV em estado solido (po), as nanofibras de PCL

assim como as nanofibras de PCL com 4 % de ACV (Figura 59).
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Por analise da figura é possivel identificar claramente o ACV nas fibras de PCL pela
presenca de picos de difracao adicionais que nao correspondem ao polimero e que sao atribuidos
ao farmaco por comparacao com o espetro de difracdo do ACV pd. No entanto a comparacao com
as posicoes dos picos de difracdo do ACV p6 permite identificar um desvio destes picos, para
menores valores de 0, quando o ACV se encontra nas nanofibras. Este desvio pode ser mais uma
vez atribuido a tensdo de estiramento [108] a que o ACV é sujeito durante o processo de fabrico
das nanofibras de PCL.

Adicionalmente foram estimados os tamanhos das cristalites (Tabela 12) através da

equacao de Scherrer:

KA
<L>/7/(/ - cos O

onde (L)px; € o tamanho da cristalite estimado, k é a constante de Scherrer (0,94) e A ¢ o
comprimento de onda da radiacdo (raiosX) incidente (1,54 A), A ¢ a largura a meia altura (em

radianos) do pico de difracdo considerado e @ é a sua posicdo angular (em graus).

Tabela 12 - Quadro resumo dos parametros do XRD para as diferentes amostras analisadas

20 () |
Amostras analisadas Tamanho estimado
(110) (200) (ACV) da cristalite (nm)

ACV em pd - - 29,2 52,3

PCL graos 21,6 24,0 - 19,3+1,8

Nanofibras de PCL 21,5 23,8 - 13,0+0,4
+

Nanofibras de PCL 21,4 238 19,1£2,6
com ACV - - 28,7 44 6

(110) e (200) referem-se aos picos mais intensos do PCL e (ACV) refere-se
ao pico mais intenso do ACV nas nanofibras poliméricas (ver Figura 59).

Verifica-se que o PCL nas nanofibras apresenta um tamanho de cristalite menor que o
PCL em granulos. Tal pode ser igualmente devido a tensado de estiramento que provoca um
alinhamento das cadeias moleculares de PCL ao longo do eixo da fibra. E descrito na literatura
que estas cadeias esticadas de PCL podem atuar como nucleos para subsequente cristalizacao e

gue os nucleos crescentes podem resultar numa diminuicao no tamanho das cristalites [109].
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No entanto, o tamanho estimado das cristalites de PCL aumenta quando o ACV € incluido
nas nanofibras. Um aumento da cristalite nas fibras deste polimero foi reportado na literatura
como correlacionavel com uma diminuicao do grau de cristalinidade das mesmas. [109]. Assim é
possivel concluir que a inclusao do farmaco ACV nas fibras de PCL provoca diminuicdo do seu
grau de cristalinidade o que corrobora os resultados obtidos por DSC (ver seccao 5.4.3.).

Relativamente ao tamanho das cristalites de ACV verifica-se que diminui quando o farmaco
¢ incorporado nas nanofibras possivelmente em resultado da tensédo de estiramento ja referida.
Adicionalmente esta tensao de estiramento tera provocado nos cristais de farmaco uma certa
texturizacao, que se percebe analisando as intensidades relativas dos picos do ACV no po e nas
fibras. No ACV em po, o difratograma obtido ¢ o resultado da distribuicao aleatoria de um grande
numero de pequenos cristais. Nos difratogramas das fibras o que se observa é também o resultado
estatistico de um grande numero de pequenos cristais, mas que ndo possuem necessariamente
orientacdes relativas arbitrarias. Ha, portanto, orientacdes preferenciais de crescimento dos
cristais nas fibras poliméricas o que faz inverter completamente a relacao de intensidades entre
0s picos situados a cerca de 26° e 29°, tornando-se este Ultimo o mais proeminente nas fibras,
como se mostra na Figura 60 (nesta figura as setas azuis indicam picos de difracdo do ACV que

sofreram inversao da intensidade relativa quando o ACV foi incluido na fibra).
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Figura 60 - Difratograma de raios-X de ACV po (azul) e nanofibras de PCL com 4 % de ACV (preto). As

setas azuis assinalam dois picos cujas intensidades relativas sofreram inversao quando o ACV foi incluido

nas fibras de PCL (texturizacao). No difratograma do ACV estao ainda assinaladas as posicdes (20 em °)
dos principais picos de difracdo que indiciam tratar-se da forma polimorfica V.

A analise XRD do ACV pd permitiu ainda identificar a forma polimoérifica do farmaco
utilizado neste trabalho. A molécula de ACV pode apresentar 6 polimorfos sendo classificados de

acordo com o teor em agua,

representados os principais

superior a 50 %).

Tabela 13

5 10 15 20 25 30 35

1 o} L} 4 1 v, L) L/ 1 y 1

PCL fibras+ ACV

J A A

A(iné o ‘

apresentando diferentes picos de difracdo [110]. Na Tabela 13 estéo

picos de difracdo dos diferentes polimorfos de ACV (com intensidade

- Picos de difracdo dos diferentes polimorfos de ACV.

Formall

Formall Formalll FormalV FormaV FormaVi

26 ()

26 (°) 26 (°) 26 (°) 26(°) 26 (°)

23,40
24,07
28,74

6,23 8,05 8,54 6,99 5,90

12,14 11,35 19,22 10,50
18,71 22,70 22,54 23,92
19,72 27,70 27,03 26,14
23,88 29,26
25,67
27,69
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De acordo com a analise da tabela e por comparacao com o difratograma de ACV obtido
(Figura 60) é possivel classificar o ACV utilizado neste trabalho, como sendo o polimorfo V, que €

uma forma hidratada do farmaco (3:2) [110]

5.4.3. Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

O DSC ¢é uma técnica amplamente utilizada para estudar as propriedades térmicas de
macromoléculas e estratos biologicos. Inicialmente o DSC foi desenvolvido para a industria
farmacéutica estudar os excipientes e os farmacos; atualmente é também utilizado para o estudo
dos sistemas de administracdo de farmacos e para o estudo das interacdes destes sistemas com
as membranas biomiméticas [111]. Desde modo foi efetuada uma analise por DSC as nanofibras
de PCL, sem e com os compostos boativos incorporados, de modo a inferir sobre a interacdo dos
compostos bioativos com a matriz polimérica. Foi também feita uma caracterizacdo térmica por
DSC do aciclovir em po.

Na Figura 61 esta representada a curva calorimétrica do ACV na forma de pd onde é
possivel identificar trés transicdes entalpicas de primeira ordem. A primeira transicao ocorre a
137,4 °C com uma variacdo da entalpia (AH) de 116 J gt. Esta transicdo possivelmente
corresponde a perda de agua de hidratacao. A segunda transicdo ocorre a 175,7 °C com um AH
de 15,6 J g1, Esta transicao, cuja variacio entalpica € muito pequena, foi atribuida a uma possivel

alteracio estrutural da molécula de ACV. Aos 253,5 °C da-se a fusdo do ACV (AH=139,3 J g1).
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Figura 61 - Curva calorimétrica do ACV em pé a uma taxa de aquecimento de 10 °C por minuto.

Os dados apresentados estao de acordo com os reportados na literatura. Deng-Guang Yu
et al. (2010) reportam uma transicao endotérmica do ACV na forma pura aos 257,1 °C (AH¢=
162,6 J g1) [112,113]. Através da analise de DSC ¢é possivel inferir que o ACV usado na presente
dissertacdo ndo se encontra na forma pura sendo provavelmente uma forma polimdrfica. De
acordo com Lutket et al (2011) pela técnica de DSC é possivel identificar quatro formas

polimdrficas da molécula de ACV, descritas na Tabela 14 [110].

Tabela 14 - Comportamento térmico das diferentes formas polimorficas da molécula de ACV [110].

Forma | Apresenta duas transicdes endotérmicas a 167 °C e 176 °C e uma temperatura de fusdo a
248,8 °C (inicio aos 245 °C)

Forma Il Nao exibe transicoes antes da temperatura de fusao a 260,1° C (inicio aos 257,6 °C)

Forma V Exibe duas transicdes sobrepostas entre 148 °C e 179 °C e uma temperatura de fusédo aos
247,4 °C (inicio de 240,0 °C)

Forma VI Exibe uma transicao entre 50 °C e 90 °C e uma nova transicao a 170 °C. A temperatura
de fusdo ¢é aos 252,9 °C (inicio em 250,0 °C)
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Por comparacao da curva de DSC mostrada na Figura 61 com os dados da Tabela 14 ¢
possivel concluir que o ACV utilizado neste trabalho corresponde a forma V, na qual o ACV se
encontra na forma hidratada.

Na Figura 62 é possivel comparar as curvas de DSC do PCL (em graos) com o PCL na
forma de nanofibras. O PCL granulado apresenta uma temperatura de fusao (T¢) aos 57,9 °C com
uma AH de 48,9 J g%, enquanto que o PCL na forma de nanofibras apresenta uma temperatura
de fusao ligeiramente menor (56,7 °C) e uma A~ de 56,3 J g1. Na amostra de PCL granulado a
transicao de fase ocorre de forma mais heterogénea, com menor cooperatividade, resultando num
pico mais largo. Na amostra de PCL sob a forma de nanofibras, as moléculas de PCL estdo mais
organizadas pelo que a transicao ocorre de modo mais cooperativo, resultando num pico mais
estreito. Em ambos os casos a Tf do PCL esta proxima da reportada na literatura. Para uma taxa
de aquecimento de 9 °C por minuto (a mais proxima a utilizada nesta dissertacdo) a T do PCL
granulado é de 57,5 °C [114]. Por outro lado a Tfdo PCL em nanofibras é de 61 °C para uma taxa
de aquecimento de 5 °C por minuto [105]. E necessario referir que as diferencas encontradas
para a Tr podem ser devidas a diversos fatores nomeadamente a diferencas nas taxas de
aquecimento utilizadas durante o varrimento de temperaturas. Por exemplo, Rusu, Ursu & Rusu
et al. (2011) reportam diferencas na Tr do PCL (em po) entre 57,5°C e 60,8°C com diferentes
taxas de aquecimento (desde 9 °C a 36 °C por minuto). Assim, relativamente ao reportado sao
aceitaveis as diferencas obtidas neste estudo para as T¢ do PCL, quer em fibras quer em granulos,
uma vez que as taxas de aquecimento utilizadas neste estudo diferem um pouco das reportadas
na literatura. Outros fatores que justificam diferencas em relacdo a Ts reportada sdo a orientacao
das fibras (fibras cujo grau de orientacdo é maior apresentam uma maior Tg) [115] e o ciclo
calorimétrico de aquecimento no qual foi efetuada a analise (regra geral no 1° ciclo de aguecimento

o PCL apresenta um maior valor de Tt que resulta de uma maior cristalinidade) [116].
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Figura 62 — Curva calorimétrica do PCL em graos (preto) e na forma de nanofibras (vermelho). A taxa
de aquecimento foi de 10 °C por minuto.

Na Figura 63 estao representadas as curvas calorimétricas das nanofibras de PCL com e
sem 0s compostos bioativos incorporados, assim a curva calorimétrica do pé de ACV. A curva
calorimétrica do ACV nao apresenta nenhuma transicao abaixo dos 100 °C, pelo que a transicao
localizada a cerca de 57 °C das nanofibras de PCL+ACV deve-se unicamente a fusédo do PCL.
Deste modo comparando a transicao que ocorre nas nanofibras de PCL com a das nanofibras de
PCL+ACV; de PCL+émega-3 e de PCL+ACV+dmega-3 (Figura 63 e Tabela 15), ), é possivel afirmar
que a Tgnao varia de um modo significativo, o que indica que os compostos bioativos adicionados
a fibra ndo comprometem a sua estrutura. No entanto a incorporacao dos compostos bioativos na
fibra resulta numa diminuicdo da AHem cerca de 19 J g1. Isto indica que a incorporacdo do ACV
e do 6mega-3, apesar de nao comprometerem a integridade estrutural da fibra, tornam a sua
matriz polimérica mais desordenada, isto &, diminuem a sua cristalinidade (Tabela 15, coluna 4).
A diminuicao da cristalinidade de nanofibras de PCL por inclusdo de aditivos é também reportada

na literatura [117].
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Figura 63 - Curvas calorimétricas das nanofibras de PCL com e sem os compostos bioativos assim
como do ACV.

Tabela 15 - Quadro resumo dos parametros do DSC para as diferentes amostras analisadas.

Te(°C) 2 | AH(J gY) ® | Perda de Cristalinidade (%) ¢
ACV em po 253,5 139,4
PCL graos 57,9 48,9
Nanofibras de PCL 56,7 56,3
Nanofibras de PCL com ACV 56,9 38,2 32,1
Nanofibras de PCL com dmega-3 55,1 35,7 36,6
Nanofibras de PCL com ACV e émega-3 57,1 37,2 33,9

aT¢ é a temperatura de fusdo; ® AH ¢é a variacdo de entalpia associada a transicao;
¢ Perda de Cristalinidade (%) = ((A Hhanofibras pct = AH)/ A Hhanofibras et ) 100

5.4.4. Espetroscopia de infravermelho de reflexao total atenuada por
transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Foi efetuada uma analise de ATR-FTIR de modo a identificar os modos de vibracao das

ligacdes quimicas dos compostos bioativos e das nanofibras de PCL com e sem a coencapsulacdo
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Figura 64 - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir das diferentes amostras analisadas.
(A) ACV em p¢; (B) émega-3; (C) nanofibras de PCL e (D) nanofibras de PCL com os dois compostos
bioativos encapsulados

Nas Tabela 16 e Tabela 17 apresentam-se os valores dos picos observados

experimentalmente (retirados dos graficos da Figura 64-A e B para o ACV em pd e para o 6mega-

3, respetivamente, assim como os valores da literatura, para comparacao. Do mesmo modo, na

Tabela 18 listam-se os valores de numero de onda correspondentes aos picos observados

experimentalmente no espetro das fibras de PCL (Figura 64-C) assim como os valores da literatura

para comparacao. Como se pode verificar a maior parte dos picos referidos na literatura foram

observados experimentalmente podendo-se em alguns casos associar a respetiva vibracao.
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Tabela 16 - Comparacdo da localizacdo dos picos de transmitancia do ACV (p6) obtidos
experimentalmente por ATR-FTIR com os reportados na literatura. Adaptado de Yu et a/. (2011) [113].

Nuamero de onda em

1

Nuamero de onda em

cm’ Vibracao cm?

(da literatura) (experimentais)
3441 3440
3179 3179
2725 Né&o identificado
1698 Vibracao de estiramento —C=0 1712 (deslocado)
1632 Vibracao de estiramento —C=0 1631
1485 1484
1109 1104
899 901
786 780

Tabela 17 - Comparacao da localizacao dos picos de transmitancia do acido gordo 6mega-3 obtidos
experimentalmente por ATT-FTIR com os reportados na literatura. Adaptado de Zhang (2009) [118].

Nimero de onda cm™ | Dados experimentais
3012 3013
2921 2930
2852 2857
1743 1742
1457 1456
1376 1375 (ténue)
1143 1140
1097 1094
914 917
719 704 (deslocado)
586 593 (deslocado)
457 460
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Tabela 18 — Comparacao da localizacao dos picos de transmitancia das nanofibras de PCL obtidos
experimentalmente por ART-FTIR com os reportados na literatura. Adaptado de Naghashzargar et a/. (2016)
[119].

Nimero de onda em Nimero de onda em
cm? Vibracio cm?
(da literatura) (experimentais)

2943-2865 Vibracéo de estiramento CH; 2946 e 2866

1722 Vibracao de estiramento —C=0 1722
Vibracao de estiramento (fase

1293 cristalina) -C—0— e -C—-C- 1297

1239-1164 Vibracao de estiramento do 1242 6 1166

grupo —C—-0-C-

Comparando os espetros das nanofibras poliméricas de PCL com os espetros das
nanofibras PCL com os dois compostos bioativos encapsulados sao visiveis as diferencas. Na
Figura 65 mostram-se estes dois espetros sobrepostos assim como o espetro do ACV em pd, em
toda a gama de numeros de onda. Na mesma figura, sdo selecionadas zonas especificas, para se
evidenciarem melhor as diferencas.

As diferencas entre os espetros das fibras PCL (Figura 65 linha vermelha) e das fibras
com os compostos bioativos (linha azul) manifestam-se em todas as gamas de numeros de onda
embora sejam mais facilmente associadas a presenca do ACV nas fibras, na chamada zona de
“impressao digital”, nimeros de onda entre 600-1300 cm™. O nuimero de picos nesta regido €
muito elevado quer no espetro do PCL quer no do ACV mas as diferencas, entre os dois espetros
(regides assinaladas com as ovais a tracejado), indicam a incorporacdo do ACV na matriz
polimérica. Também na regido 1550-1650 cm™ & visivel a presenca do ACV, podendo-se
identificar, no espetro das fibras com os compostos ativos, varios picos do farmaco. Também na
regido de maiores numeros de onda, 3100-3600 cm™, se podem ver diferencas significativas entre
os dois espetros das fibras, podendo-se mais uma vez associar estas diferencas a presenca do
ACV, sendo esta regiao caracteristica das vibragdes —N—H das aminas primarias e secundarias.

A presenca dos acidos gordos 6mega-3 nas fibras ¢ muito mais dificil de se verificar como
é perceptivel através da analise da Figura 66. Nesta figura mostra-se como os picos caracteristicos
destes acidos gordos aparecem nas mesmas regides dos picos do PCL, tornando assim

praticamente impossivel, por este método, provar a sua presenca nas fibras.
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Figura 65 - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR do ACV em p6 das nanofibras
de PCL e das nanofibras de PCL com ACV e émega-3.
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Figura 66 - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR do 6mega-3 e das nanofibras de PCL
com ACV e dmega-3.

Também ¢ possivel que os acidos gordos 6mega-3, atendendo a sua grande lipofilia
[120,121], se liguem mais fortemente e mais profundamente ao PCL, o que contribuira também
para ndo serem detetadso por ATR-FTIR, uma vez que a penetracdo da onda evanescente na
amostra a analisar, nesta técnica, é de apenas cerca de 2 um.

A pequena profundidade de penetracdo da onda evanescente no interior das amostras é
uma das limitacdes da técnica de ATR-FTIR, que assim permite apenas analisar as camadas mais

superficiais das amostras [122,122].

5.4.5. Comportamento mecanico a tracao

As propriedades mecanicas sao um dos parametros mais importantes na caracterizacao
de scaffolds para aplicacao cutanea. Quando se trata de nanofibras, as propriedades mecanicas
dependem principalmente da escolha do polimero e das propriedades da solucéo [123].

Neste ensaio foi medida a elongacao da fibra em resposta a uma tensao aplicada. Para
cada amostra (nanofibras de PCL e nanofibras de PCL com ACV e 6mega-3 em diferentes estados
de envelhecimento) foram registados os valores relativos a espessura da fibra, a largura da mesma
e a distancia entre as garras (comprimento da amostra em estudo). A representacdo grafica da
percentagem de elongacéo da fibra (tendo como referéncia a distancia inicial entre as garras) em

funcao da tensao aplicada mostra-se nas Figura 67 a 69.
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Na Figura 67 mostram-se os resultados obtidos em nanofibras de PCL. Fizeram-se quatro
réplicas e os resultados sao bastante diferentes entre si podendo-se no entanto perceber que as
fibras sdao muito resistentes a tracao uniaxial, registando-se percentagens de elongacao entre 85
e 110 % para tensoes aplicadas entre 4 e 8 MPa, antes da perda total de propriedades elasticas
da fibra.

Na literatura podem-se encontrar resultados que confirmam a elevada resisténcia das
fibras poliméricas de PCL a tracdo mecéanica uniaxial. Mohammadi & Bahrami (2015) reportam
valores de aproximadamente 1 MPa e uma elongacao de aproximadamente 85 %, valores estes
que baixam consideravelmente quando o PCL esta misturado com um polimero natural, passando
para 0,4 MPa e 28,3 %, respetivamente [91]. Croisier ef a/. (2012), reporta valores de resisténcia
a tracao de nanofibras de PCL superiores, com uma meédia de 3,8 + 0,8 MPa, e uma elongacao
média de 170 + 10 % em nanofibras de PCL produzidas a partir de uma solucdo de THF:DMF 1:1
(m/m) [124]. Doustgani et a/. (2012) reporta uma tensao de cerca de 5 MPa e um elongamento
de 125 % para nanofibras de PCL com 7,5 % de nHA (nanohidroxiapatite), preparadas a partir de
uma solucéo de cloroformio:DMF 85:15 (v/v) [125].

Tensao (MPa)

0 L L] L] L L L} L]
0 20 40 60 80 100 120 140

Elongacao (%)

Figura 67 - Curvas de tensao em funcéo da percentagem de elongacao para as nanofibras de PCL.
Legenda: B Réplica 1; W Réplica 2; ® Réplica 3 e ® Réplica 4.

Na Figura 68 estao representadas as curvas relativas ao comportamento mecanico das

nanofibras de PCL com os compostos bioativos incorporados (trés réplicas).
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Figura 68 — Curvas de tensao em funcao da percentagem de elongacéo para as nanofibras de PCL
com 0s compostos bioativos incorporados.
Legenda: ® Réplica 1; ® Réplica 2 e B Réplica 3.

Na Figura 69 pretende-se mostrar o efeito da oxidacao das fibras nas suas propriedades
mecanicas. Por observacao direta, ao fim de algum tempo ao ar, as fibras ficam amareladas e
mais rigidas, devido a oxidacao do omega-3. As medidas efetuadas confirmam a perda da

capacidade de deformacao das fibras com o envelhecimento das mesmas.

1.4 4

Tensdo (MPa)
Tensdo (MPa)

e T T v 0.0 - 2 Y 2
(] 20 20 &0 ] [} 10 20 30 40
Elongacao (%) Elongacao (%)

Figura 69 - Curvas de tensdo em funcao da percentagem de elongacao para as nanofibras de PCL
com os compostos bioativos incorporados, em diferentes estados de oxidacao.
(A) nanofibras com duas semanas de envelhecimento; e
(B) nanofibras com dois meses de envelhecimento.
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5.4.6. Angulo de contacto e molhabilidade

Como descrito em 4.7.6., foram medidos os angulos de contacto entre as fibras em estudo
(nanofibras de PCL e nanofibras de PCL com ACV e émega-3) e os dois meios usados nos ensaios
de libertacao controlada (solucdo aquosa tamponada e dispersao micelar).

Na Tabela 19 mostram-se as fotografias obtidas. Como se pode ver a molhabilidade das
fibras por uma gota de agua é muito baixa. Os valores obtidos para o angulo de contacto foram de
129,7+2,3° e de 129,2+1,6°, respetivamente para as fibras de PCL e de PCL com os compostos
ativos encapsulados. Mostra-se ainda que a gota demora mais de 30 segundos a ser “absorvida”
pela fibra, penetrando nela através dos poros e capilares. Este valor elevado do angulo de contacto
reflete a grande hidrofobicidade do PCL, nao existindo forcas de adesao elevadas entre os grupos
polares da agua e a superficie apolar do polimero. Estes resultados vao de encontro ao descrito
na literatura. Mohammadi ef a/. (2014) [123] reporta valores de 124,.9 + 2° como sendo o angulo
de contacto de nanofibras de PCL com agua. Por outro lado Dias ef a/. (2013) reporta valores
ligeiramente menores, mas o solvente utilizado para preparar as nanofibras também é diferente e
¢ sabido que diferentes solventes providenciam diferentes niveis de rugosidade das nanofibras e
consequentemente diferentes tensdes superficiais [126].

Pelo contrario, quando ¢é deixada cair sobre as fibras poliméricas uma gota da dispersao
micelar, a “absorcdo” desta gota pelas fibras é imediata, ndo permitindo medir nenhum valor para
0 angulo de contacto. Como € sabido, quando se formam as micelas, a tensao superficial (forcas
de coesdo que mantém a gota com a sua forma esférica) baixa drasticamente [127] e o balanco
entre as forcas de coesdo e as forcas de adesdo passa a ser dominado pelas forcas de adesao a
superficie. As fotografias mostradas provam que efetivamente a gota ¢ imediatamente desfeita. No
caso das micelas, embora a parte exterior seja polar, existem regides apolares as quais as
nanofibras terdo acesso, aumentando as forcas de adesdo.

A molhabilidade de uma dada superficie por um dado meio e consequentemente o angulo
de contacto é essencialmente determinada pela composicdo quimica da superficie e pela sua
rugosidade [80]. Quando muda o meio, mantendo-se a superficie a molhabilidade €
essencialmente condicionada pelo valor da tensao superficial do liquido. Na Figura 70 mostra-se

um esquema que relaciona o angulo de contacto com a molhabilidade de uma superficie.
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Tabela 19 - Quadro resumo do ensaio do angulo de contacto.

Gota de H,0 Gota de uma dispersao micelar de SLS
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Nanofibras de PCL com
ACV e émega-3

130



Molhabilidade Molhabilidade Molhabilidade Auséncia de
total elevada baixa molhabilidade
Forma da
Cotr | i i ...
Angulo d b <5°
ngulo de | em menos de 0,5 6 <90° 8 >90° 6 >150°
Contacto
segundos)

Figura 70 - Diagrama dos diferentes graus de molhabilidade e os angulos de contacto correspondentes.
Adaptado de Ferreira (2013) [80].

5.4.7. Viabilidade do sistema terapéutico

5.4.7.1. Determinacao do fator de oclusao

A administracdo transdérmica de farmacos apresenta varias vantagens em comparacao
com a administracao oral ou parentérica. No entanto, na via transdérmica a absorcdo do farmaco
¢ limitada pela penetracdo do mesmo ao longo do estrato cérneo, embora se possa melhorar a
absorcdo usando potenciadores da absorcdo ou melhorando as propriedades de difusao do
farmaco [94,128].

E sabido que uma das estratégias para aumentar a absorcdo do farmaco pelo estrato
corneo consiste em aumentar a quantidade de agua a superficie da pele, aumentando a
permeacao dos compostos bioativos. A este processo de retencao da agua, diminuindo as perdas
por evaporacao, chama-se oclusao.

Para avaliar o efeito oclusivo das nanofibras desenvolvidas efetuou-se a comparacao da
percentagem de perda de agua através das nanofibras de PCL com ACV e dmega-3 (trés réplicas)
com a observada num sistema de referéncia (papel de filtro). O mesmo tipo de ensaio foi também
aplicado a formulacdo comercial Zovirax™ creme. Na Figura 71 representam-se os valores do
fator de oclusdo (F), obtido para as nanofibras, como descrito em 4.7.6., definido como a
percentagem de variacao do fluxo de agua sem e com o sistema cuja oclusividade se pretende

testar, em funcao do tempo.
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Figura 71 - Representacao do fator de ocluséao em funcao do tempo para as de nanofibras poliméricas
de PCL com ACV+6mega-3. As barras de erros representam o desvio padrdo, n=3.

Verifica-se que o fator de oclusdo se situa a volta de 10 % significando que a retencao de
agua num sistema recoberto com as fibras é cerca de 10 % mais eficiente do que num sistema
idéntico mas sem as fibras.

Relativamente ao ensaio feito cobrindo o filtro (sistema de referéncia) com o formulacao
comercial de Zovirax™ creme, os resultados ndo sdo passiveis de ser comparados com os das
fibras. Efetivamente estes ensaios foram feitos, medindo sempre a massa do sistema total (frasco
com agua + suporte + filtro + nanofibras) ou (frasco com agua + suporte + filtro + creme) ao fim
de varios tempos. Quando o sistema tem o ACV em creme, verifica-se, durante as primeiras horas,
uma diminuicdo muito acentuada de massa essencialmente por evaporacdo da fase aquosa da

emulsao oleo/agua do creme, nao se podendo por isso comparar este ensaio com o das fibras.

5.4.7.2. Viabilidade celular determinada por MT

Com o objetivo de testar a biocompatibilidade das nanofibras de PCL com ACV e acidos
gordos omega-3 foram realizados testes de citotoxicidade /7 vifro. Os resultados de viabilidade
celular apos 24 horas de incubacao sao representados na Figura 72. De acordo com a ISO 10993-
5: 2009, um material para ser considerado nao citotdxico tem de apresentar uma viabilidade igual

ou superior a 70 % do controlo positivo quando aplicado em concentracdes até 100 mg mL™.
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Figura 72 - Viabilidade das células HaCaT (A) e HFF-1 (B) avaliadas pelo ensaio MTT apds 24 horas de
incubacdo com extratos de fibras PCL e gaze hidrofilica. As colunas representam valores médios e as barras
de erro o padrdo desvio, n = 3. Legenda: O gaze hidrofilica, B nanofibras de PCL 2 % de ACV (m/v) e B
nanofibras de PCL.

Face aos resultados apresentados e de acordo com ISO 10993-5: 2009, é possivel
verificar que a viabilidade celular das nanofibras de PCL é diferente de acordo com as linhas
celulares estudadas. Para a linha celular HaCaT, o PCL nao apresenta toxicidade e a viabilidade
celular é superior a 70 % para o intervalo de concentracdes testadas. Estes resultados estao de
acordo com a literatura, ja que para a mesma linha celular, Ravanan ef a/. (2016) reportam a
pouca ou baixa toxicidade de nanofibras de PCL [129]. Resultados similares sdo reportados por
Prasad et a/. (2015) [130].

Por outro lado, para a linha celular HFF-1 as nanofibras de PCL apresentam um potencial
citotéxico para todo o intervalo de concentracdes testadas. Merrella ef a/ (2009) reporta
igualmente uma diminuicao da viabilidade celular das células HFF-1 quando expostas a extratos
de nanofibras de PCL, contudo apesar da diminuicao verificada, os valores estdo ainda dentro dos
limites definidos na ISO e deste modo o PCL é considerado nao citotéxico [131]. No caso dos
estudos realizados no ambito deste trabalho, a citotoxicidade observada podera ser devida a
incompleta evaporacao do solvente durante o processo de electrospinning o que podera motivar
a existéncia de residuos de metanol (solvente menos volatil que o cloroférmio) que poderao ser a
explicacado para a toxicidade das nanofibras.

Apesar de, dependendo da linha celular testada, as nanofibras de PCL com ACV

apresentarem diferentes efeitos na viabilidade celular, estas podem considerar-se nao toxicas
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(viabilidade maior que 70 %) até & concentracdo de 12,5 mg mL™. Apds esta concentracdo as

nanofibras apresentam um comportamento citotoxico, em especial na linha celular HaCaT.

5.4.7.3. Permeacao cutanea

A permeabilidade cutanea e a absorcao percutanea de farmacos tém sido amplamente
estudadas na aplicacao de farmacos pela via transdérmica [87]. Deste modo foram colocadas
nanofibras de PCL com ACV e 6mega-3 em células de Franz e avaliada a difusdo do farmaco
atraves de mebranas de PSO e atraves de excisados de pele de porco. Paralelamente também foi

estudada a difusdo de ACV da formulacdo comercial Zovirax™ creme na pele de porco.
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Figura 73 - Perfil de difusdo do ACV a partir de nanofibras de PCL com ACV e dmega-3 através de uma
membrana de PSO.

A membrana de PSO ¢ amplamente utilizada em estudos de difusdo devido a sua rigidez,
elevada resisténcia mecanica possuindo elevada estabilidade térmica e resisténcia a oxidacao
[132]. Deste modo foi utilizada, como modelo inicial para prever/estimar a difusdo do ACV.

A difusdo do ACV através da membrana de PSO a partir da matriz polimérica (representada
na Figura 73) é rapida, atingindo uma libertacao proxima aos 70 % ao fim de 2 horas, estabilizando
posteriormente. O elevado valor registado, logo ao fim de 1 hora deve-se ao contacto quase direto

das nanofibras com o meio recetor, uma vez que apo6s a colocacdo das nanofibras sobre a
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membrana estas, por capilaridade, ficaram totalmente molhadas, facilidando a rapida difusdo do
ACV.

Para os ensaios de permeacao realizados com excisados de pele de porco foi efetuado o
mesmo procedimento. Na leitura das absorvancia das aliquotas do meio recetor aos diferentes
tempos verificou-se que os espetros apresentavam uma elevada difusédo e que esta afetava o
doseamento do ACV. De modo a eliminar as interferéncias espetrais de outros componentes que
ndo o ACV (presumivelmente devidas a produtos resultantes da degradacao da pele) efetuou-se a
derivacdo dos espetros (Anexo 6). A partir da derivacdo dos espetros foi possivel eliminar as

interferéncias e tracar a cinética de difusdo do ACV (Figura 74).
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Figura 74 - Cinética de difusdo cutanea do ACV num excisado de pele de porco.
Legenda: B nanofibras de PCL com ACV e B formulacdo comercial Zovirax™ creme.

Na Figura 74 verifica-se que a formulacdo comercial é a que apresenta uma maior
percentagem de difusdo do ACV. Contudo se analisarmos apenas as primeiras 4 horas, verificamos
que a difusdo do ACV a partir das nanofibras é superior & da formulacdo comercial. Por exemplo,
as 2 h a percentagem de difusdo do ACV das fibras é de 1,0 % sensivelmente o dobro da da
formulacdo comercial. As 4 horas ambas as formulacdes apresentam uma percentagem de

difusdo semelhante.
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6. Conclusao

s sistemas poliméricos e em particular as nanofibras produzidas por electospinning

tém sido na ultima década objeto de grande interesse por parte da comunidade

cientifica (visivel através do aumento crescente de publicacées cientificas com este
topico) devido as suas propriedades intrinsecas, tais como a flexibilidade, a resisténcia mecanica,
a elevada relacao superficie-volume e a elevada porosidade. A estes fatores acresce a elevada
capacidade de encapsulacdo de farmacos (consequéncia do elevado numero de poros) que
permite deste modo a aplicacdo destes nanossistemas na area biomédica e farmacéutica, como
potenciais sistemas para encapsulacao, transporte e libertacdo controlada de farmacos.

Neste sentido, e tendo em conta o objetivo desta dissertacdo, procedeu-se a
coencapsulacao de dois compostos bioativos, o aciclovir (farmaco antiviral) e os acidos gordos
omega-3 (composto nutracéutico com propriedades cicatrizantes) em matrizes poliméricas
selecionadas, para aplicacdo cutdnea para o tratamento de infecdes herpéticas. Com a
coencapsulacao destes dois compostos bioativos em nanossistemas poliméricos, pretende-se por
um lado um tratamento sinérgico, tirando partido das propriedades antivirais do ACV e
cicatrizantes do dmega-3, e por outro lado ultrapassar os problemas farmacocinéticos dos mesmos
e assim garantir um maior sucesso terapéutico. Os nanossistemas foram produzidos pela técnica
de electrospinning.

Foram selecionados dois polimeros com lipofilicidade e caracteristicas mecéanicas
diferentes, o PCL, polimero sintético e lipofilico, e a proteina zeina, polimero natural e hidrofilico,
para a encapsulacao do ACV e dos acidos gordos émega-3. Apds um processo de otimizacao, que
envolveu o procura dos melhores solventes para os polimeros e dos melhores parametros para o
processamento por electrospinning, foi possivel a producdo de nanofibras de PCL e de zeina com
a encapsulacao dos compostos referidos.

Os perfis de libertacdo do ACV dos nanossistemas foram estudados em dois meios, meio
aquoso e numa dispersdo micelar e revelaram-se muito diferentes. A libertacdo do ACV das
nanofibras de PCL é muito aumentada quando o meio € uma dispersao micelar comparativamente
com a libertacdo num meio aquoso. Pelo contrario, nas nanofibras de zeina, a libertacdo do ACV
foi maior em meio aquoso. Estudar a libertacdo do ACV num meio micelar foi uma estratégia

adotada com o objetivo de tentar mimetizar, duma forma simples, a interface membranar, devido
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a natureza anfipatica das micelas. O perfil de libertacao do démega-3 foi relativamente semelhante
nos dois nanossistemas produzidos, atingindo percentagens de libertacao idénticas (40-50%) ao
fim de 22 horas.

Do ponto de vista mecanico, os dois nanossistemas produzidos apresentaram
caracteristicas muito distintas. As nanofibras de PCL mostraram-se flexiveis, resistentes e
homogéneas enquanto que as nanofibras de zeina exibiram menor resisténcia, ndo tendo sido
possivel (para as condicdes de electrospinng utilizadas) fazer a recolha de um tapete continuo do
coletor, apresentando-se deste modo muito fragmentadas. Assim, dos dois sistemas produzidos,
foi selecionado o PCL como a matriz polimérica mais promissora face ao objetivo da dissertacao.

Procedeu-se entdao a coencapsulacao do ACV e do 6mega-3 em matrizes poliméricas de
PCL onde se estudaram com mais detalhe os perfis de libertacdo dos compostos bioativos,
nomeadamente do ponto de vista cinético, pela aplicacao de varios modelos matematicos de ajuste
(cinética de 17 ordem, Korsmeyer-Peppas com ou sem efeito burst e Gallagher-Corrigan) e pela
selecdo do modelo mais adequado tendo em conta o melhor coeficiente de determinacao do
ajuste. O estudo da cinética de libertacdo do ACV foi otimizado dispondo as fibras esticadas, sem
qualquer dobra, dentro da manga de dialise, obtendo-se assim menor variabilidade entre as
diversas réplicas. Pelas diferencas de perfis de libertacdo de acordo com a exposicdo da fibra ao
meio foi possivel concluir que a molhabilidade da fibra tem um papel importante na libertacado do
farmaco, sendo afetada pela superficie de contacto exposta ao meio e pelo tipo de meio. Através
da medicao do angulo de contacto foi comprovada a molhabilidade total da matriz polimérica de
PCL quando exposta a um meio micelar e a molhabilidade muito baixa (angulo de contacto de
cerca de 130°) quando exposta a um meio aquoso, o que justifica as grandes diferencas
relativamente as percentagens de libertacdo do ACV nestes dois meios. Perante estes resultados
e sendo o meio micelar um meio mimético mais apropriado a simular o ambiente encontrado
pelos nanossistemas, procedeu-se aos estudos das cinéticas de libertacéo final do ACV no meio
micelar. A cinética de libertacdo do ACV foi ajustada ao modelo de Gallagher-Corrigan onde é
possivel identificar duas fases distintas para a libertacao do farmaco, a primeira correspondendo
certamente a libertacdo do ACV adsorvido a superficie do nanossistema e a segunda devida a
libertacéo do ACV contido nos poros. Foi também estudada, nas mesmas condicoes, a cinética de
libertacdo do ACV da formulacdo comercial. Verificou-se que a percentagem de libertacdo do

farmaco é maior a partir das nanofibras de PCL do que da formulacao comercial (cerca de 90%
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ao fim de 45 horas). A percentagem de libertacao do 6mega-3 em hexano foi de aproximadamente
45 % ao fim de 22 horas.

As fibras poliméricas de PCL com ACV e omega-3 foram caracterizadas por diversas
técnicas, quer analisando a sua estrutura fisica, quimica e morfolégica, quer ainda fazendo alguns
ensaios para testar a sua eficacia terapéutica.

Através da técnica de SEM foi possivel verificar a disposicdo aleatéria das nanofibras e
medir o seu diametro médio (= 1,9 um). Foi também medida a espessura duma matriz de fibras,
(= 315 um) o que possibilitou fazer-se a estimativa da porosidade das mesmas (cerca de 74 %).
Pelas técnicas de EDS e de ATR-FTIR foi possivel confirmar a presenca do ACV nas fibras. Por EDS
detetou-se a presenca de azoto, elemento que nao existe na matriz polimérica de PCL e por
ATR-FTIR, detetaram-se modos de vibracao caracteristicos do ACV. Pelas técnicas de XRD e DSC
foi possivel concluir que a presenca de ACV nas fibras de PCL provoca diminuicao do seu grau de
cristalinidade tornando a matriz polimérica mais desordenada, sem, no entanto, comprometer a
sua integridade estrutural.

O comportamento mecéanico das fibras foi avaliado submetendo-as a uma tensdo
constante em funcdo da sua elongacao tendo sido comprovada a elevada resisténcia destes
nanossistemas obtendo-se uma elongacao proxima dos 100 % antes da rutura.

Foram ainda realizados alguns estudos com o objetivo de avaliar o interesse terapéutico
dos sistemas desenvolvidos. O teste de oclusividade revelou um fator de ocluséo de cerca de 10 %
indicando que as nanofibras sdo uma estratégia promissora para o aumento da permeabilidade
da pele aos compostos bioativos pela prevencao/retencao da agua a sua superficie. Os estudos
de permeacao cutanea em membranas artificiais de polissulfona revelaram uma libertacdao de ACV
proxima aos 70 % ao fim de 2 horas. O ensaio de viabilidade celular por MTT revelou uma
viabilidade celular para os nanossistenas de PCL com ACV e 6mega-3 acima dos 70 % para a linha
celular HaCaT.

Face aos objetivos propostos para esta dissertacdo e face aos resultados atingidos,
pode-se concluir que estes foram alcancados. O sistema desenvolvido mostra-se promissor para
um possivel tratamento sinérgico de infecoes herpéticas, apresentando um comportamento
comparavel, e em alguns casos superior, a formulacdo comercial.

No entanto, refira-se que ha ainda coisas a melhorar. Em primeiro lugar é necessario

melhorar as condicdes de producdo das fibras, garantindo um controlo efetivo de todos os
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parametros de que depende o processo de electrospinning, nomeadamente da temperatura e da
humidade, pois estes parametros condicionam muito a qualidade final das fibras e a sua
reprodutibilidade e nao podem, de momento, ser bem controlados.

Relativamente ao nanossistema desenvolvido, futuramente poderao ser feitos mais
ensaios para avaliar melhor o seu real interesse terapéutico. As cinéticas de libertacao em meio
micelar sao muito promissoras, porque sao longas e sustentadas no tempo, mas € necessario
complementar e aprofundar os estudos de permeacao cutanea. Também os ensaios de viabilidade
celular devem ser repetidos testando fibras produzidas usando diferentes solventes e técnicas
mais eficazes da eliminacdo dos mesmos (como 0 aquecimento prolongado apds producdo a
temperaturas superiores ao ponto de evaporacado dos solventes e inferiores ao ponto de fuséo do
polimero). Pode-se ainda modificar a superficie do sistema com a associacdo de um penso de
modo a melhorar a adesao a pele e consequentemente melhorar a permeacao cutanea. Devido
as limitacdes de tempo apenas foi possivel avaliar a estabilidade das nanofibras ao longo de 4
meses; no futuro pretende-se aumentar este intervalo de tempo e avaliar a sua estabilidade em

armazenamento durante um periodo de tempo mais longo.
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8. Anexos

Anexo 1

Lista de medicamentos aprovados pelo INFARMED (em agosto de 2017) cuja substancia ativa (denominacao internacional comum) é o ACV

(adaptado de http://www.infarmed.pt/web/infarmed/servicos-on-line/pesquisa-do-medicamento)

Nome do medicamento Laboratério Forma farmacéutica Dosagem Tamanho da Via de Administracao
embalagem
Aciclovir Ciclum Ciclum Farma Unipessoal, Lda. Comprimido 200 mg 25 unidade(s) Oral
Aciclovir Gen.en.s 200 mg Generis Farmacéutica, S.A. Comprimido 200 mg 25 unidade(s) Oral
Comprimidos
Aciclovir Labgsfgl 200 mg Labesfal - Laboratorios Almiro, Comprimido 200 mg 25 unidade(s) Oral
Comprimidos S.A.
Ratiopharm - Comércio e
Aciclovir ratiopharm Industria de Produtos Creme 50 mg g? 1 unidade(s) -2 g Topica
Farmacéuticos, Lda
Hermix-Sofex Sofex Farmacéutica, Lda Creme 50 mg gt 1 unidade(s) -2 g Topica
Ratiopharm - Comércio e
Aciclovir ratiopharm Industria de Produtos Creme 50 mg g? 1 unidade(s) - 10 g Topica
Farmacéuticos, Lda
. Laboratorios Wellcome de - 1 .
Zovirax Portugal, Lda. Pomada oftalmica 30mgg 1 unidade(s) -4.5 g Ocular
Aciclovir Ciclum Ciclum Farma Unipessoal, Lda Comprimido 800 mg 35 unidade(s) Oral
Aciclovir Ciclum Ciclum Farma Unipessoal, Lda Comprimido 800 mg 25 unidade(s) Oral

155




Aciclovir Cinfa 800 mg

Comprimidos Dispersiveis Cinfa Portugal, Lda Comprimido dispersivel 800 mg 25 unidade(s) Oral
Aciclovi .
ciclovir Gen§r|§ 800 meg Generis Farmacéutica, S.A. Comprimido 800 mg 25 unidade(s) Oral
Comprimidos
Aciclovi .
ciclovir Gen§r|§ 800 meg Generis Farmacéutica, S.A. Comprimido 800 mg 35 unidade(s) Oral
Comprimidos
Aciclovir Labgsfgl 800 mg Labesfal - Laboratérios Almiro, Comprimido 800 mg 35 unidade(s) Oral
Comprimidos S.A.
, Laboratorios Wellcome de ~ 1 .
Zovirax Portugal, Lda. Suspensao oral 80 mg mL 1 unidade(s) - 100 ml Oral
Cicloviral Laboratorio MAed|.nfar - Produtos Comprimido 200 mg 25 unidade(s) Oral
Farmacéuticos, S.A.
Cicloviral Laboratorio Mﬂed|.nfar - Produtos Comprimido 400 mg 25 unidade(s) Oral
Farmacéuticos, S.A.
. Laboratorios Wellcome de - .
Zovirax Portugal. Lda. Comprimido 200 mg 25 unidade(s) Oral
, Laboratorios Wellcome de - 1 .
Zovirax Portugal. Lda. Suspensao oral 80 mg mL 1 unidade(s) - 200 ml Oral
Cicloviral Laboratorio Mfed|.nfar - Produtos Comprimido 800 mg 35 unidade(s) Oral
Farmacéuticos, S.A.
Zov 800 Comprimido 800 mg 25 unidade(s) Oral
Cicloviral Laboratorio MAed|.nfar - Produtos Comprimido 800 mg 25 unidade(s) Oral
Farmacéuticos, S.A.
Zov 800 Comprimido 800 mg 35 unidade(s) Oral
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Laboratorio Medinfar - Produtos

P6 para solucéo para

Cicloviral IV Farmacéuticos, S.A. perfuso 250 mg 5 unidade(s) Intravenosa
Aciclosina Laboratdrios Atral, S.A. Creme 50 mg g? 1 unidade(s) -2 g Topica
Aciclosina Laboratérios Atral, S.A. Creme 50 mg gt 1 unidade(s) - 10 g Tépica
Aciclovir Generis Generis Farmacéutica, S.A. Creme 50 mg g? 1 unidade(s) - 10 g Topica
Aciclovir Germed Creme 50 mg gt 1 unidade(s) - 10 g Tépica
Aciclovir Germed Creme 50 mg g? 1 unidade(s) -2 g Topica
Aciclovir Labesfal Labesfal - Lat;();?torlos Almiro, Creme 50 mg gt 1 unidade(s) - 10 g Tépica
Aciclovir Labesfal Labesfal - LabSo'rA?torlos Almiro, Creme 50 mg g’ 1 unidade(s) -2 g Topica
o Laboratorio Medinfar - Produtos 1 . -~
Cicloviral Farmacéuticos, SA. Creme 50mgg 1 unidade(s) - 10 g Topica
. Laboratorios Wellcome de 1 . -~
Zovirax Portugal, Lda. Creme 50 mg g 1 unidade(s) - 10 g Topica
Zovirax Laboratorios Wellcome de Creme 50 mg g? 1 unidade(s) -2 g Topica

Portugal, Lda.
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Anexo 2

Reta de calibracdao do ACV em meio aquoso e em meio micelar a pH = 5,5

Para tracar a reta de calibracéo e obter o coeficiente de extincao molar do ACV prepararam-
se, por diluicdo a partir de uma solucao sfock de concentracao rigorosa, varias solucdes padrao
de concentracdes conhecidas.

A solucdo stock de ACV, foi preparada dissolvendo 2,201 mg de farmaco (pesados numa
microbalanca Sartorius M5P) em 100 mL de uma solucdo aquosa a pH=b5,5, obtendo-se uma
solucdo com concentracdo de 9,773x10> M. A partir desta solucdo sfock, por diluicido foram
preparadas seis solucdes-padrao com concentracdes de ACV entre 9,773x10°M e 9,773x107° M.

De forma a mimetizar a interface bioldgica foi preparada uma solucao sfock de ACV,
dissolvendo 2,284 mg de farmaco numa solucao 16 mM de sulfato de lauril de sodio (SLS) a pH
de 5,5. A partir desta solucdo de concentracao rigorosa 1,01x10* M prepararam-se por diluicao
seis solucdes-padrao com concentracoes entre 1,01x10°> M e 1,01x10°3 M.

Os espetros de absorcao foram tracados num espetrofotometro SHIMADZU UV-2501 PC,
entre 220 e 350 nm, usando cuvetes de quartzo de volume reduzido (1 mL) com percurso 6tico
de 1 cm.

Os espetros obtidos mostram-se na Figura A2-1, podendo-se observar duas bandas de
absorcdo no ultravioleta, uma centrada em 252 nm (comprimento de onda selecionado para fazer

o doseamento) e outra centrada em cerca de 280 nm.

1,4 4

--?hm"' M
1,24 o 5
19510° M
1,0 4 f — 3012107 M

586410 M
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0,2 > i~ \

.-'-—/—A\— . Y
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Figura A2-1 — Espetros de absorcao UV/VIS de solucdes padrao aquosas de ACV.
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Na Figura A2-2 representam-se os valores de absorvancia das solucdes padrdo no

comprimento de onda selecionado, em funcao da concentracao, como proposto pela Lei de Beer,
Abs = g C
observando-se a linearidade esperada e obtendo-se, a partir da reta de regressao, o valor
experimental do coeficiente de extincdo molar do ACV neste meio e neste comprimento de onda,
€=12286,50 Mt cm™,
1,4+
1,24 -

1,0 rd

0,84 P y = 12286,50
1 i R? = 0,99998
0,64 /

0,44 /

Absorvancia
X

0,24 d

ouo v T v T v T v T v T v 1
0,0 2,0610° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10" 1,2¢10"

Concentracao (ACV) (M)

Figura A2-2 — Reta de calibracao do ACV em meio aquoso para A = 252 nm.

0 mesmo procedimento foi seguido para as solucdes padrdo preparadas em meio micelar.
Os espetros medidos mostram-se na Figura A2-3. Pode-se ver que a forma do espetro é

semelhante a das solucdes aquosas.
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Figura A2-3 — Espetros de absorcdo UV/VIV de solucdes padrao de ACV em meio micelar.

A representacao da absorvancia medida no comprimento de onda de 252 nm em funcao
da concentracao (Figura A2-4) permite determinar o valor do coeficiente de extincdo molar do ACV
neste comprimento de onda em micelas de SLS, € = 12960,97 M cm?. Verifica-se que o valor &

idéntico ao obtido em meio aquoso.

y =12960,97 x
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| R?=0,99992
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Figura A2-4 - Reta de calibracdo do ACV em meio micelar para A = 252 nm.
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De modo a proceder ao doseamento do ACV pelo método de espetroscopia derivativa
comecou-se por determinar a primeira derivada dos espetros de absorcao UV/Vis dos padrdes

ACV em meio micelar. Na Figura A2-5 esta representada a 1* derivada desses espetros.
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Figura A2-5 - Primrira deivada dos espetros de absorcao UV/VIS de solucdes padrao de ACV em meio
micelar.

Na 1? derivada dos espetros selecionou-se o pico localizado no comprimento de onda de
287 nm para se fazer o doseamento do ACV. De seguida tracou-se um grafico da amplitude da
primeira derivada nesse comprimento de onda para cada solucdo padrao, em funcédo da respetiva

concentracao e usou-se o declive desse grafico (—531,94) para dosear o ACV (Figura A2-6).
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Figura A2-6 - Relacao entre os valores da 1* derivada dos espetros de absorvanciaa A = 287 nme a
concentracdo do ACV em meio micelar.
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Anexo 3

Reta de calibracdo do 6mega-3 em hexano

A solucéo stock de acidos gordos 6mega-3, foi preparada pela dissolucao de 0,0153 g de
omega-3 em 5 mL de hexano obtendo-se uma solucdo com concentracao rigorosa de 3,06 g L.
A partir da solucéo stock, por diluicao foram preparadas cinco solu¢des-padrao com concentracoes
de 6mega-3 entre 0,0612 gL ! e 0,612 g L.

Os espetros foram medidos nas mesmas condicdes experimentais dos do ACV e
apresentam-se na Figura A3-1. Podem-se identificar quatro bandas de absorcao no UV a cerca de
245 nm, 258 nm, 269 nm e 280 nm. O comprimento de onda selecionado para fazer o
doseamento foi o de 269 nm. Na Figura A3-2 mostra-se a representacdo grafica da absorvancia
medida neste comprimento de onda em funcao da concentracado das solucdes padrao. Como se
observa, tera havido um erro experimental na preparacao da solucdo padrdao de concentracao
0,153 g LL. Desprezando esta concentracdo foi possivel obter o valor do coeficiente de extincdo

molar do 6mega-3 em hexano, neste comprimento de onda, € = 2,0764 L gt cm™.
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—o00612gL"
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g || / y ‘/—.‘. \ —00612gL !
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0.0 T T ’ T v 1
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Figura A3-1 - Espetros de absorcao UV/VIS de solucdes padrao de acidos gordos émega-3 em hexano.
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Figura A3-2 - Reta de calibracao do 6mega-3 em hexano para A = 269 nm.
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Anexo 4

Espetros de absorcao associados aos ensaios delibertacao controlada

1 — Espetros de absorcao associados ao ensaio de libertacdo controlada do aciclovir a partir de
nanofibras de PCL-ACV com diferentes concentracdes de ACV, em meio aquoso, pH = 5,5:

(A) PCL-ACV (1 % m/v); (B) PCL-ACV (2 % m/v); (C) PCL-ACV (4 % m/v)
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos.

T 7 ' Y ; Y
0 w0 i 10 e R »u 280 o a0
A (nm)

T ]
10 0 e a0
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2 - Espetros de absorcédo associados aos ensaios de libertacao controlada do aciclovir a partir de
nanofibras de PCL-ACV (2 % m/v) em meio micelar, pH = 5,5.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos de quatro réplicas, R1 a R4.

R3 R4

Absorvincia

Absorvincla
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3 — Espetros de absorcao associados aos ensaios de libertacdo controlada do ACV a partir de
nanofibras de Zeina-ACV (12 % m/m) em meio aquoso, pH = 5,5.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos de trés réplicas, R1 a R3.

R1
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4 — Espetros de absorcao associados aos ensaios de libertacao controlada do aciclovir a partir de
nanofibras de Zeina-ACV (12 % m/m) em meio micelar e pH = 5,5.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos.
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5 — Espetros de absorcao associados aos ensaios de libertacdo controlada do ACV a partir de
nanofibras de PCL-ACV(1:6 m/m)-Q3(2:6 m/m) em meio micelar, pH = 5,5.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos de trés réplicas, R1 a R3.
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6 — Espetros de absorcao associados ao ensaio de libertacdo controlada do ACV da formulacao
comercial Zovirax™ creme em meio aquoso (A) e em meio micelar (B), ambos a pH = 5,5.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos.
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7 — Espetros de absorcao associados ao ensaio de libertacdo controlada do 6mega-3 a partir de
nanofibras de PCL-Q3 (1:3 m/m) em hexano.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos.

Absorvincia

8 — Espetros de absorcédo associados ao ensaio de libertacdo controlada do 6mega-3 a partir de
nanofibras de zeina-Q3 (30 % m/m) em hexano.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos.
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24h

Absorvincia
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9 — Espetros de absorcao associados aos ensaios de libertacdo controlada do 6mega-3 a partir de
nanofibras de PCL:ACV (1:6 m/m) PCL:6mega-3 (2:6 m/m) em hexano.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos.

2,0 -
— 5 min

s 10 min diluido por fator de 2
30 min dikido por fatar da 2
1 h dluido par ftor de 2
24h i do por fator da 2

Absorvincia

3% 00
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Anexo 5

Ajuste das cinéticas de libertacdo de ACV aos modelos matematicos
Tabela A5-1 — Ajustes das cinéticas de libertacdo de ACV das nanofibras de PCL em meio micelar aos modelos matematicos.

Cinética de 12 ordem

Parametros R? R?ajustado
Ensaio de libertacdo ndo Fax=100
otimizado k =0,015+0,001 h* 0,99682 0,99682
Fmax(1 - e_kt)
Ensaio de libertagdo Fpax=100,5+3,3
otimizado k =0,042+0,003 ht 0,98711 0,98643
Fax € a quantidade total de farmaco libertada e k ¢é a constante de libertacao de primeira ordem.
Modelo Korsmeyer—Peppas
Parametros R? R?ajustado
Ensaio de libertacdo nao a =4,02+0,60
otimizado n=0,62+0,03 0,99707 0,99693
at™
. ) - a =4.97+0,45
Ensaio ‘de-llbertac;ao 1 = 0,69+0.02 0,96906 0,96743
otimizado

a é constante de incorporacdo geométrica e estrutural que tem em conta a forma farmacéutica; n é um de libertacao que representa 0 mecanismo de difusdo do farmaco,
sendo baseado na lei de Fick, (um valor de n igual ou menor que 0,5 indica uma difusao Fickiana, para valores entre 0,5 e 1 indica um transporte nao Fickiano.
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Tabela A5-2 — Ajustes das cinéticas de libertacdo de ACV das nanofibras de PCL em meio micelar aos modelos matematicos.

Modelo Korsmeyer—Peppas com burst

Parametros R? R? ajustado

Ensaio de libertacdo ndo a = 3,82+0,62

otimizado n =0,62+0,03 0,99708 0,93680
b =0,35+0,33

at™+ b

Ensaio de libertacao a=4,21+0,59

otimizado n =0,72+0,03 0,97431 0,96851
b =0,84+0,47

b representa o efeito do burst.
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Tabela A5-3 — Ajustes das cinéticas de libertacdo de ACV das nanofibras de PCL em meio micelar aos modelos matematicos

Modelo Gallagher-Corrigan

Parametros R R?ajustado

Fb =16,65+2,23
k. =0,199+0,004 h'!
Ensaio de libertacdo ndo Frax =92,36+1,50 0,99913 0,99895

otimizado k,=0,055+0,004 h!
tmax = 92,3745,21 h

Ensaio de libertacao Fb =65,8+12,6
—kyt—Kytmax otimizado - Nanofibras k, =0,05+0,01 ht
kit . . - 0,99844
Fb (1 —e ) + (Fpax — Fb) recém produzidas (ndo Fnax = 99,5621,75 0,99805
1 + e_kzt_kztmax . -1
oxidadas) k,=0,09+0,01 h
tmax = 35,51£3,22 t
Fb=37,51+15,64
Ensaio de libertacdo k, =0,03+0,01 ht
otimizado — Nanofibras Frax =91,49+3,53 0,9970 0,99643
envelhecidas (oxidadas) k,=0,07+0,01 h!

tmax = 56,31+1,85 h

Fb é a quantidade de farmaco libertado diretamente da superficie do nanossistema (no burstinicial); F, 4, representa a quantidade de farmaco libertado durante o processo
tmax representa o tempo em que ocorre a libertagdo maxima do farmaco da superficie do nanossistema (apos o burstinicial); ke k,sao constantes de libertagdo da primeira

e segunda fases, respetivamente.
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Anexo 6

Espetros de absor¢ao associados aos ensaios de difusdo do ACV

1 - Espetros de absorcédo associados ao ensaio de difusdo (com a membrana de PSO) do ACV a
partir de nanofibras de PCL com ACV e 6mega-3.
Mostram-se os espetros aos diferentes tempos

e 4y
-
——8h
2h
— 24N

——48h

2 - Espetros da primeira derivada da absorcdo associados ao ensaio de difusdo com modelo de
pele de porco a partir de (A) nanofibras de PCL com ACV e dmega-3 e (B) da formulacio Zovirax™
creme. Mostram-se os espetros aos diferentes tempos.

G

(A)

1* Derivada da Absorvincia
1" Derivada da Absorvincia

» (nm)
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