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Resumo

A Cannabis sativa L. constitui uma matéria-prima de exceléncia tanto na investigacdo e
desenvolvimento, como a escala industrial e empresarial, devido as suas caracteristicas
sustentaveis, renovaveis, biodegradaveis, reciclaveis e rentaveis. A presenca de compostos ativos
como o tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD), apresenta um grande potencial
terapéutico que tem sido utilizado em aplicacées biomédicas. Assim, o desenvolvimento de
sistemas que controlem a taxa de libertacdo destas moléculas ativas, e que preservem as suas
propriedades terapéuticas, constitui um exemplo inovador de investigacdo multidisciplinar na
area do projeto de tratamentos especificos adaptados a diferentes necessidades. Com este
proposito, o objetivo do presente trabalho é desenvolver Drug Delivery Systems (DDS) a base
de biomateriais de Cannabis em trés aplicacoes distintas: suplementos alimentares,

formulagoes orais e sistemas dérmicos.

Para alcancar este objetivo, foi realizada inicialmente uma moagem a partir de sementes de
canhamo através do processo de crio-moagem. De forma a preservar os compostos bioativos e
obter uma textura suave e uniforme, foram otimizadas as condic6es de nimero de ciclos de
operacao (6), o tempo (10 minutos por ciclo), a temperatura (0-20°C), e a frequéncia utilizada
(25 Hz). Adicionalmente, foi utilizada a técnica de EDX para a sua -caracterizacao.
Posteriormente, foram obtidas fibras de Cannabis a partir dos caules através de processos de
cozimento e branqueamento. A caracterizacdo destas foi realizada em termos de microscopia
oOtica e microscopia eletrénica de varrimento (SEM), obtendo-se 43% das fibras compreendidas
entre 10 e 20 um. Foi também desenvolvida uma metodologia de otimizacdo da matriz 3D de
fibras de Cannabis, com funcao de reter e libertar controladamente as moléculas bioativas do
extrato e do Oleo de Cannabis, utilizando ferramentas computacionais de simulacao

computacional e modelacao 3D.

Os DDS dedicados as formulacoes orais foram produzidos com diferentes proporcoes e
combinagbes de biomateriais, entre os quais se incluem as moléculas ativas, presentes na flor,
extrato e 6leo de Cannabis, e também polimeros e fibras para formagdo da matriz 3D de
retengdo e libertagdo controlada. Nestes incluem-se o alginato e a Carboximetilcelulose (CMC),
assim como as fibras de celulose, das quais se destacam as fibras de Cannabis e de Celulose
Nano Fibrilada (CNF).

Efetuaram-se também estudos in vitro de estabilidade dos DDS utilizando trés solugoes a fim de
mimetizar o pH do estdémago (pH = 2), duodeno (pH = 6,6), e da corrente sanguinea (pH = 7,4).
Os resultados mostraram que foram obtidos DDS estaveis e uniformes, apresentando no seu
interior uma rede 3D a base de biomateriais de celulose e fibras de Cannabis, com capacidade

de reter e libertar controladamente substancias ativas de interesse. A incorporacao das fibras de
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Cannabis nestes sistemas também promoveu um aumento da estabilidade da estrutura e

conformidade do DDS, inibindo a sua degradacao ao longo do tempo.

Por fim, os DDS dérmicos foram desenvolvidos utilizando como base matrizes 3D de fibras de
celulose branqueadas de Eucalyptus globulus e ndo-branqueadas de Picea abies. A fim de serem
aplicados nestas estruturas, os canabin6ides de duas amostras de Cannabis foram ainda
incorporados, ap6s o processo de descarboxilacdo, em diversos 6leos de interesse, sendo

posteriormente caracterizados por FTIR-ATR.

A estratégia do design, desenvolvimento e otimizagdo experimental e computacional de DDS
com CBD como substancia ativa, contendo combinacdes diversificadas de 6leo de Cannabis,
fibras de celulose de Cannabis, bem como extrato de Cannabis e incorporacdo da flor apds
descarboxilacdo, constitui numa abordagem inovadora no desenvolvimento de formulacgGes de
valor acrescentado para suplementacdo alimentar, na forma oral e dérmica, com elevado

potencial de aplicacdo industrial.

Palavras-chave

Canabidiol (CBD); Cannabis; Celulose Nano Fibrilada (CNF); Crio-moagem; Drug Delivery
Systems (DDS); Fibras de Cannabis; Matriz 3D de base celuldsica; Oleo de Cannabis
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Abstract

Cannabis sativa L. is an excellent raw material, both in research and development, at industrial
and business scale, due to its sustainable, renewable, biodegradable, recyclable, and profitable
characteristics. The presence of active compounds such as tetrahydrocannabinol (THC) and
cannabidiol (CBD) presents a high therapeutic potential that has been used in biomedical
applications. Therefore, the development of systems that control the release rate of these active
molecules, and that preserve their therapeutic properties, constitutes an innovative example of
multidisciplinary research in the field of specific treatments, constitutes an innovative example
of multidisciplinary research in the field of the design of specific treatments adapted to different
needs. For this purpose, the present work aims to develop Drug Delivery Systems (DDS) based
on Cannabis biomaterials in three distinct applications: food supplements, oral formulations,

and dermal systems.

To achieve this goal, an extraction of Cannabis oil was initially carried out from seeds through
the cryo-milling process. To preserve the bioactive compounds and obtain a smooth and
uniform texture, the conditions of number of operating cycles (6), time (10 minutes per cycle),
temperature (0-20°C), and the frequency used (25 Hz) were optimized. Additionally, EDX
technique was used for its characterization. Subsequently, Cannabis fibers were obtained from
the stems through cooking and bleaching processes. Their characterization was performed in
terms of optical microscopy and scanning electron microscopy (SEM), obtaining 42.9% of the
fibers between 10 and 20 um. A methodology for optimizing the 3D matrix of Cannabis fibers
was also developed, using computational tools of computational simulation and 3D modeling
approach. This 3D network retains and controllingly release the bioactive molecules of the

Cannabis extract and oil.

The DDS dedicated to oral formulations were produced with different proportions and
combinations of biomaterials, including the active molecules present in the Cannabis flower,
extract, and oil, as well as polymers and fibers for the formation of the 3D matrix for retention
and controlled release. These included the alginate polymer, and carboxymethyl cellulose
(CMQ), as well as cellulose fibers, including Cannabis and Nano Fibrillated Cellulose (NFC).

In vitro stability studies of DDS were also performed using three solutions to mimic the pH of
the stomach (pH = 2), duodenum (pH = 6.6), and bloodstream (pH = 7.4). The results showed
that stable and uniform DDS were obtained, presenting inside a 3D network based on cellulose
biomaterials and Cannabis fibers, with the ability to retain and release active substances of
interest in a controlled way. The incorporation of Cannabis fibers in these systems also

promoted an increase in DDS structure and compliance, inhibiting its degradation over time.
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Finally, dermal DDS were developed using 3D matrixes of bleached Eucalyptus globulus and
unbleached Picea abies cellulose fibers. To be applied in these structures, the cannabinoids from
two samples of Cannabis flowers, after the decarboxylation process, were also incorporated into

several oils of interest, being afterwards characterized by FTIR-ATR.

The strategy of design, development, and experimental and computational optimization of DDS
with CBD as an active molecule, containing diverse combinations of Cannabis oil, Cannabis
cellulose fibers, as well as Cannabis extract and incorporation of the flower after
decarboxylation, constitutes an innovative approach in the development of formulations with
added value for food supplementation, in the oral and dermic form, with high potential for

industrial application.

Keywords

3D Cellulose-based Matrix; Cannabidiol (CBD); Cannabis; Cannabis Fibers; Cannabis Qil; Cryo-
milling; Drug Delivery System (DDS); Nano Fibrillated Cellulose (NFC)
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lamina.

Imagens SEM das fibras de Cannabis obtidas através do processo
alcalino, com ampliacdo de 30x (a), 50x (b), 100x (¢) e 1000x (d).
Esquema ilustrativo da constituicdo dos diversos DDS inovadores
produzidos.

Estudo estrutural dos DDS 2:1:1 apoés serem submetidos a diversas
solucoes com pH diferenciado.

Estudo estrutural dos DDS 2:2:1 apds serem submetidos a diversas
solugdes com pH diferenciado.

Estudo estrutural dos DDS 2:2:1, contendo fibras de Cannabis (FC) e
NFC na sua constitui¢do, apos serem submetidos a diversas solucoes
com pH diferenciado.

Estrutura dos DDS 2:2:0,1, contendo o 6leo de Cannabis como sua
substancia ativa, ap6s serem submetidos a diversas solu¢does com pH
diferenciado.

Estudo estrutural dos DDS 2:2:0,5, contendo o 6leo de Cannabis como
sua substancia ativa, apds serem submetidos a diversas solu¢des com
pH diferenciado.

Imagens SEM das fibras de Picea abies nao-branqueadas sem refinagao
(a) e com refinacdo de 7500 revolugoes PFI-mill (b), com uma
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Figura 4.16

Figura 4.17

Figura 4.18

ampliacao de 100x.

Modelac¢ao computacional da matriz celul6sica 3D de fibras de BNC (a),
adaptado de (Nicu, Ciolacu, & Ciolacu, 2021), e de fibras de Cannabis
(b).

Esquema exemplificativo das trés camadas celulésicas que constituem
os DDS para aplicacdoes dérmicas, otimizados por métodos
computacionais. A camada exterior caracteriza-se por ter reduzida
porosidade, e propriedades barreira, obtida utilizando nano fibras de
celulose vegetal, do caule de Cannabis, apds nano fibrilacdo e celulose
bacteriana (0-0,1%) enquanto as camadas intermédia e de contacto com
a pele se otimizam para obter a porosidade e suavidade pretendidas,
utilizando para o efeito a combinacao ideal de fibras de Cannabis na
escala micro (90-100%) e nano, na forma de micro/nano fibrillated
celulose (M/NFC), assim como percentagens estratégicas de fibras de
Picea abies, e de Eucalyptus globulus (adaptado de (Martins et al.,
2018; Morais, Flavia P., Curto, 2022; F P Morais & Curto, 2018; Flavia
P. Morais & Curto, 2022; Flavia P. Morais, Simoes, & Curto, 2020;
Saraiva, Moreira, Lopes, Silva, & Curto, 2022)).

Anélise comparativa do espectro de trés produtos alimentares
provenientes da Cannabis: semente, 06leo e farinha. As regides
espectrais dos macronutrientes estdo indicadas na figura (adaptado de
(Siano et al., 2019)).
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1. Introducao

A Cannabis sativa L. é uma planta que nos altimos tempos tem suscitado cada vez mais atencio
por parte de diversas entidades e empresas, quer no seu uso medicinal, quer na utilizacdo das
suas fibras, de elevada resisténcia e flexibilidade, sementes e O6leo, ricas em compostos
nutricionais benéficos para a satide, e os seus compostos bioativos, de extrema importancia no

tratamento de diversas patologias, sendo cada vez mais utilizada em terapias.

Dos multiplos compostos bioativos presentes na Cannabis, o tetrahidrocanabinol (THC) e o
canabidiol (CBD), sdo os compostos de maior interesse farmacologico e terapéutico, sendo

utilizados em diversas terapias.

De forma a proporcionar uma elevada taxa de efeito terapéutico num dado local de acao
especifico, estes compostos podem ser incorporados em Drug Delivery Sytems (DDS) a base de
polimeros. Estes DDS sdo compostos por uma matriz 3D celulésica onde ficam retidos os
compostos ativos, com sua libertacdo retardada e controlada. Através deste encapsulamento, os
compostos podem ser transportados até ao local de acio predefinido com posterior controlo e
otimizacdo da taxa de libertacdo do agente terapéutico, através de simula¢ées computacionais
da rede 3D celuldsica. Através deste mecanismo, estes DDS sdo empregues em diversas areas de

interesse, das quais: (1) alimentar; (2) terapéutica e (3) dérmica.

Surgiu por parte de uma empresa, sediada no Fundao, Portugal, denominada Canna Forest®,
um interesse no desenvolvimento de linhas de suplementos nutricionais com 6leo de Cannabis e
varias percentagens de CBD proveniente de flores e/ou extrato, com formas de administracao
oral e dérmica, e simultaneamente o interesse no estudo da possibilidade da reutilizacdo dos

caules provenientes de suas plantacées de Cannabis.

De forma a contribuir para o desafio que nos foi proposto, fez-se um extenso planeamento
experimental que permitiu estudar no laboratério a melhor forma para a obtencao das fibras de
Cannabis, a partir dos caules de canhamo, através de um Processo Alcalino. Fez -se também um
planeamento de desenvolvimento e projeto de varias linhas de DDS, com combinac6es de
polimeros como o alginato e a CMC, fibras de celulose na escala micro e nano, e que
posteriormente foram utilizados na elaboracdo das matrizes 3D dos DDS. Estas matizes que tém
como funcio reter e libertar de forma controlada as moléculas ativas, foram otimizadas
recorrendo a metodologias de simulacdo computacional, de forma a poder sugerir a empresa
varias possibilidades de produtos inovadores, relativamente ao que existe atualmente no

mercado.
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1.1. Motivacao

No desenvolvimento e investigacdo de DDS de Cannabis de base celulosica o desafio principal é
a otimizacdo da proporg¢ao dos diversos constituintes a utilizar, para a obtencido de uma rede 3D
celulosica estavel. Este trabalho torna-se ainda mais interessante e inovador por explorar a
possibilidade de formular DDS 100% a base de Cannabis, utilizando deste modo a totalidade da
planta, diminuindo assim o uso de outros constituintes ou fibras. Para além disso, a
incorporagdo dos diversos canabinbides num dado 6leo de interesse, incluindo o 6leo Cannabis,
permite desenvolver formulacGes para aplicacdo oral e dérmica, de forma a controlar a dosagem

e libertar os principios ativos de forma controlada e estavel.
1.2. Objetivos

O objetivo principal/geral do presente trabalho é desenvolver e caracterizar DDS inovadores a
base de Cannabis para aplicacoes de (1) suplementos alimentares, (2) terapéuticas orais e (3)

sistemas dérmicos. Para este proposito, os objetivos especificos incluiram:

(1) Investigar e comparar novas formas de disponibilizar suplementos alimentares a base

de 6leo de Cannabis, obtido através de processos de crio-moagem a partir das sementes;

(2) Investigar a eficacia e estabilidade de DDS contendo uma matriz 3D a base de fibras de
Cannabis, celulose nano fibrilada (NFC) e CMC, com encapsulaciao e retencdo do
extrato e 6leo de Cannabis, na libertagdo prolongada e controlada destas substincias

terapéuticas;

(3) Investigar e otimizar matrizes 3D de fibras de celulose e de Cannabis com posterior

incorporagdo de 6leos com canabinéides, na retenc¢io destes na estrutura 3D.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 A Cannabis sativa L.

A Cannabis sativa L., comumente conhecia como canhamo, é uma espécie de planta herbacea e
anemofila, altamente variavel e complexa, pertencente a familia Cannabaceae. De acordo com
estudos filogenéticos baseados em analises moleculares e estudos de homologia de sequéncias
de DNA, a maioria dos investigadores concorda que esta espécie surgiu na Asia central e foi
introduzida na Europa como uma planta agricola cultivada (McPartland, Guy, & Hegman,
2018). No entanto, um trabalho recente forneceu evidéncias de que a Cannabis sativa L. era
nativa também da Europa (McPartland et al., 2018). Esta planta possui um genoma diploide
composto por nove autossomas e um par de cromossomas sexuais (X e Y) (Ming, Bendahmane,
& Renner, 2011) e 0 seu genoma foi recentemente sequenciado (van Bakel et al., 2011). Sempre
existiu uma controvérsia entre os taxonomistas botanicos acerca do nimero de espécies que
compdem o género da Cannabis; contudo, atualmente existe um consenso sobre a nomenclatura
proposta por Small e Cronquist, em 1976, onde a Cannabis sativa é monotipica, composta por
duas subespécies: sativa e indica, com base na quantidade de canabindides, o
tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD). A primeira subespécie é subdividida em duas
variedades: sativa (baixo THC, domesticada) e espontanea (baixo THC, wild-type); a segunda
subespécie é dividida em: indica (alto THC, domesticada) e kafiristanica (alto THC, wild-type)
(Aliferis, Bernard-perron, Smith, & Stewart, 2020). Considerada uma cultura multiuso,
sustentavel e de baixo impacto ambiental, a Cannabis sativa L. tem diversos campos de
aplicacao, desde a agricultura até as industrias téxteis, alimentares e farmacéuticas; uma vez que
ao ser uma planta altamente versatil, é possivel obter diversos produtos de interesse como
fibras, materiais de bioconstrugio, sementes e 6leos com propriedades nutricionais e funcionais,
e compostos bioativos de interesse farmacolégico (Irakli, Tsaliki, Kalivas, Kleisiaris, & Sarrou,
2019). Assim, esta planta pode ser cultivada essencialmente para trés propoésitos principais:
industrial, narcético e medicinal (Zaami, Di Luca, Di Luca, & Montanari Vergallo, 2018). No
entanto, apesar da controvérsia do uso e da exploracdo da Cannabis sativa L., a recente
legalizacdo do seu uso para fins medicinais e outros, dentro do quadro legislativo
correspondente, em combinagdo com as propriedades notéveis dos canabinoides, representam

um impulso para a aceleragio e intensificagdo da sua pesquisa e desenvolvimento.
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2.1.1. Fitocanabinodides

A planta Cannabis contém centenas de fitoquimicos, que incluem fitocanabinoéides, terpenos e
compostos fenoélicos (Schurman, Lu, Kendall, Howlett, & Lichtman, 2019). O principal fator
discriminante relacionado com os diferentes usos pretendidos da Cannabis sativa L. é
precisamente, o nivel de dois fitoquimicos: o Gnico composto psicoativo e toxico da planta, o

THC; e o canabidiol ndo-psicoativo, o CBD (Figura 2.1).

(a)

CH,

CH, ®)

H4C
H4C 9 CHj

HaC CHZH() CH,4

Figura 2.1 — Estruturas moleculares dos dois principais canabindides presentes na Cannabis sativa L., 0
THC (a) e o CBD (b) (elaborado no programa ACD/ChemSketch 2021, por Paulo Saraiva (adaptado de
(Pellati et al., 2018)).

Ambos pertencem a classe dos canabindides que incluem mais de 100 metabdlitos secundarios
pertencentes a familia dos compostos terpenofendlicos. Esses compostos sao sintetizados,
coletados e armazenados em tricomas glandulares pedunculados, que sdo minusculas glandulas
epidérmicas secretoras (Aliferis et al., 2020; Irakli et al., 2019). Estas glandulas estio
essencialmente presentes e abundantes na inflorescéncia da planta feminina e em menor
numero nas folhas e caules, enquanto que nas raizes e sementes estao ausentes e, por isso, estas
partes da planta nao contém canabindides (Schurman et al., 2019). As plantas de Cannabis
sativa L. cultivadas para fins industriais, popularmente chamadas “fiber-type”, que sao
cultivadas para obtencao de fibras, sementes e seus derivados, contém um baixo nivel de THC
(<0,3%); enquanto as plantas de Cannabis sativa L. cultivadas para fins narcoticos sdo
caracterizadas por altos niveis de THC. Por outro lado, os cultivos para fins medicinais sdo
caracterizados tanto por altos niveis de THC, como altos niveis de CBD (Farinon et al., 2020).
Nos ultimos anos, varios trabalhos esclareceram a via biossintética dos canabinéides (Farinon et
al., 2020; Taura et al., 2009). De acordo com esses estudos, existe um precursor comum de
todos os principais canabindides, o acido canabigertlico (CBGA). No citosol, o CBGA ¢
convertido na forma acida dos trés principais canabindides, a partir dos quais se originarao
outros compostos canabinodides relacionados, nomeadamente o 4cido tetra-hidrocanabinol
(THCA), que na forma acida nao tem atividade psicoativa; o acido canabidiélico (CBDA); e o
acido canabicroménico (CBCA). Essa conversdo é catalisada por uma oxidociclase especifica
para cada canabin6ide (THCA-sintase, CBDA-sintase e CBCA-sintase, respetivamente) (Figura

2.2).
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Finalmente, a forma 4cida de cada canabindide sofre descarboxilacdo nao enzimatica para sua
forma neutra e biologicamente ativa, ou seja, THC com atividade psicoativa, CBD e
canabicromeno (CBC) que sdo encontrados em altos niveis em plantas jovens (Figura 2.3), onde
é possivel evidenciar a biodisponibilidade destes canabintides através da andlise da sua
estrutura molecular 3D (Figura 2.4) (Booth, Page, & Bohlmann, 2017; Rotherham & Harbison,

2011).
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Figura 2.2 — A via sintética dos canabindides: o acido canabigeroélico (CBGA) é o precursor comum dos
canabinédides. E sintetizado através de uma alquilacio da porcdo fenolica do 4cido olivetélico com o
componente terpenoide do pirofosfato de geranilo (GPP). A reacdo é catalisada por uma geranil-
pirofosfato-acido olivetdlico geraniltransferase (GOT). O 4cido olivetdlico é originado na via citosdlica do
policetideo através de uma condensacdo aldblica da hexanoil-coenzima A (CoA) com trés moléculas de
malonil-CoA, que é catalisada pela enzima policetideo sintase (PKS) na presenca da ciclase do acido
olivetdlico (OAC). O GPP ¢ sintetizado pela via do fosfato de metileritritol plastidial (MEP). No citosol, o
CBGA é convertido na forma acida dos trés principais canabinéides, acido tetrahidrocanabinol (THCA) que
na forma acida ndo apresenta atividade psicoativa, 4cido canabidiblico (CBDA) e acido canabicroménico
(CBCA). GPS: geranil pirofosfato sintase; IPP: pirofosfato de isopentenilo; OAC: ciclase de acido olivetblico
(Adaptado de (Farinon et al., 2020)).
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Figura 2.3 — Biossintese e vias de conversao dos principais canabinéides presentes na Cannabis sativa L.
(CBGA: acido canabigero6lico, CBG: canabigerol, CBDA: acido canabidlico, CBD: canabidiol, THCA: acido
tetrahidrocanabinoélico, THC: tetrahidrocanabinol, CBN: canabinol, CBDV: canabidivarina) (Adaptado de
(Fathordoobady et al., 2019)).

Figura 2.4 — Estrutura molecular 3D do canabinéide CBD (a) e THC (b) (elaborado no programa
ACD/ChemSketch 2021, por Paulo Saraiva (adaptado de (Pellati et al., 2018)).
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2.1.1.1. Descoberta e funcao do recetor canabinodide

Um grande impulso para a pesquisa voltada para a compreensdo dos alvos moleculares dos
canabinoéides incluiu a identificagdo do THC como o principal constituinte psicoativo da
Cannabis. Além disso, extensos esforcos em quimica medicinal forneceram ferramentas tuteis
para ligar e ativar locais de ligagdo de recetores canabindides especificos em tecidos biologicos.
O desenvolvimento de antagonistas altamente seletivos para cada um desses recetores ajudou
muito a investigagdo da farmacologia dos recetores canabindides, bem como forneceu
informacdes sobre a funcdo do sistema canabindide endégeno (Schurman et al., 2019). O
sistema endocanabindide (SEC) desempenha um papel no sistema nervoso central em
desenvolvimento, enquanto no sistema nervoso maduro modula a atividade e a fun¢io da rede
neuronal. O SEC compreende canabinéides endégenos (endocanabinéides [eCBs]), recetores de
canabinoéides e as proteinas que transportam, sintetizam e degradam os eCBs (Lu & Mackie,
2021). E importante notar que a maioria dos componentes do SEC sdo multifuncionais. Assim,
em vez de ser um sistema discreto e isolado, o SEC influencia e é influenciado por muitas outras
vias de sinalizacdo. Isso é especialmente importante a ser considerado ao avaliar os efeitos dos
medicamentos direcionados a este sistema. Embora a Cannabis contenha muitos compostos
bioativos, a maioria dos efeitos psicoativos classicamente associados a Cannabis parecem ser
mediados pela interagdo do THC com os recetores canabindides. O CBD € outro constituinte da
Cannabis, presente em niveis variaveis, que interage com o SEC, bem como outros sistemas
neuromoduladores (Lu & Mackie, 2021). O sistema endocanabinéide refere-se coletivamente
aos recetores canabindides: (1) Recetor Canabinéide tipo 1 (CB1) e (2) Recetor Canabinéide tipo
2 (CB2), que sdo acionados por ligantes canabindides produzidos endogenamente: o
endocanabinoide (bem como por THC, outros fitocanabinéides e canabindides sintéticos) e suas
enzimas biossintéticas e degradativas (Schurman et al.,, 2019). A criacdo de camundongos
mutantes nos quais o recetor CB1 ou o recetor CB2 foram silenciados geneticamente, forneceu
uma ferramenta complementar poderosa para distinguir recetores alvos de agonistas
canabindides e revelar funcées potenciais do sistema canabindide end6geno (Schurman et al.,

2019).
2.1.1.2. Propriedades dos fitocanabindides: THC e CBD

Existe um crescente interesse clinico e ptiblico no uso de canabino6ides exdgenos para o controlo
tanto de doencas, como de sintomas. No entanto, ao contrario da maioria dos medicamentos
clinicamente disponiveis, existem poucas informacoes sobre a farmacocinética e
farmacodinamica dos canabinéides, sendo necessario um aumento do conhecimento para a
prescricao ideal desses medicamentos. A maioria dos medicamentos de Cannabis contém uma
grande variedade de compostos quimicos. O constituinte canabinéide psicoativo primario é o

THC, que produz muitos dos efeitos adversos (Atakan, 2012).

11
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As formulagdes também podem conter uma alta percentagem de CBD, um canabin6ide nao
psicoativo (Russo & McPartland, 2003) relatado como analgésico (Karst, Matthias MD, PhD;
Kahlid Salim, MS; Sumner Burstein, PhD; Ingomar Conrad, MD; Ludwig Hoy, PhD; Udo
Schneider, MD, 2003), neuroprotetor (Hampson, Grimaldi, Axelrod, & Wink, 1998),
anticonvulsivante (Van den Elsen et al., 2014) e com propriedades anti-inflamatérias (Malfait et
al., 2000; Van den Elsen et al., 2014). Enquanto o THC é um agonista parcial dos recetores CB1
e CB2 no sistema canabindide endbégeno e exerce seus efeitos psicoativos e moduladores da dor
via agonismo CB1, o CBD tem relativamente pouca afinidade pelos locais ortostaticos desses
recetores e pode inibir a ligacio do THC aos recetores CB1 através de outro mecanismo.
Também é relatado que o CBD se liga a outros recetores nao canabinotides (Laprairie, Bagher,
Kelly, & Denovan-Wright, 2015). Os recetores CB1 estdo localizados principalmente no sistema
nervoso central (SNC), mas também estdo presentes no sistema nervoso periférico, 6rgaos e
tecidos periféricos. Os recetores CB2 sdo predominantemente expressos em tecidos imunes, e

podem ocorrer adicionalmente no Sistema Nervoso Central (SNC) (Onaivi et al., 2006).
2.1.1.3. Farmacocinética

Tanto a farmacocinética, como os efeitos observados com medicamentos de Cannabis estao

altamente dependentes da formulacio e da via de administracao.
2.1.1.3.1. Absorcao

Os canabintides administrados via inalacdo exibem uma farmacocinética similar aqueles
administrados por via intravenosa (Lucas, Galettis, & Schneider, 2018). Apds a inalacdo, os
picos das concentragoes de THC e CBD sao alcancados rapidamente (dentro de 3-10 min) e as
concentracées maximas sao superiores em relacao a ingestao oral (Huestis, 2007; Newmeyer et
al., 2016). A biodisponibilidade do THC apo6s a inalacdo varia entre 10% e 35%, enquanto o CBD
apresenta uma biodisponibilidade sistémica média de 31% (Lucas, Galettis, & Schneider, 2018).
A entrega inalatéria ou oromucosa de canabindides evita ou reduz o extenso metabolismo da
primeira passagem observada apos a administracdo. Preparacées oromucosais submetidas a
uma rapida absor¢ao através da mucosa oral (e, portanto, titeis para sintomas que requerem
alivio rapido), produzem concentracées mais altas em relacdo a via oral, mas concentracoes
mais baixas em relacao a inalacdo do THC (Lucas, Galettis, & Schneider, 2018). O THC e o CBD
sdo altamente lipofilicos e apresentam uma baixa biodisponibilidade por via oral (cerca de 6%)
(Russo, 2011). As formulagoes orais de THC exibem uma absorcao variavel e passam por um
extenso metabolismo hepatico de primeira passagem, resultando numa concentracao mais baixa
no plasma, em relacdo a inalacio, o que faz com que o pico da concentracio seja atingido mais
lentamente (=120 min) (Lucas, Galettis, & Schneider, 2018). Ap6s a administracao oral do CBD,
é observado um perfil de concentracido no plasma semelhante a administracido oral de THC.
Com base nisso, as formulacoes orais podem ser uteis para pacientes que exigem um alivio

sintomatico durante um periodo mais longo (Lucas, Galettis, & Schneider, 2018).
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2.1.1.3.2. Distribuicao

Os canabindides distribuem-se mais rapidamente em 6rgiaos bem vascularizados, como por
exemplo: pulmao, coracdo, cérebro e figado (Gaston & Friedman, 2017; Lucas, Galettis, &
Schneider, 2018). A distribuicao varia de individuo para individuo e depende de estados de
doenca, influenciando a permeabilidade das barreiras do tecido sanguineo (Lucas, Galettis, &
Schneider, 2018; Lucas, Galettis, Song, et al., 2018). Com o0 uso crénico, os canabinbides podem
acumular-se nos tecidos adiposos (Devinsky et al., 2014). Libertacdo subsequente e
redistribuicio (por exemplo, no contexto da perda de peso) pode resultar na persisténcia da
atividade canabino6ide por varias semanas ap6s sua administragdo (Gaston & Friedman, 2017;
Martin, Schneider, Lucas, & Galettis, 2018; Rosenberg, Tsien, Whalley, & Devinsky, 2015). Para
além disso, os volumes de distribuicio de CBD e THC sao elevados (Lucas, Galettis, &

Schneider, 2018).
2.1.1.3.3. Metabolismo

O metabolismo do THC é predominantemente hepético, pela via do citocromo p450 (CYP 450).
O THC ¢é principalmente metabolizado pelo 11-hidroxi-tetrahidrocanabinol (11-OH-THC) e 11-
Carboxi-THC (11-COOH-THC), que sofre glucuronidacdo (Newmeyer et al., 2016) e é
subsequentemente excretado nas fezes e na urina (Gaston & Friedman, 2017). O metabolismo
também ocorre noutros tecidos que expressam o CYP450, incluindo o intestino delgado e o
cérebro. O CBD também ¢é hepaticamente metabolizado, principalmente pelas isoenzimas
CYP2C19 e CYP3A4 e apés a hidroxilacao a 7-hidroxi-canabidiol (7-OH-CBD), continua a
ocorrer o metabolismo hepéatico e excre¢do desses metabolitos (Gaston & Friedman, 2017).
Pouco se sabe sobre a atividade farmacoldgica dos metaboélitos da CBD em humanos (Ujvary &

Hanus, 2016).
2.1.1.3.4. Eliminacao

Apb6s 5 dias de sua inalacdo, 80-90% do THC é eliminado nas fezes (65%) e urina (20%) na
forma de metabolitos hidroxilados e carboxilatos (Barnett, Chiang, Perez-Reyes, & Owens, 1982;
Halldin, Widman, V Bahr, Lindgren, & Martin, 1982; Harvey, 1999; Hunt & Jones, 1980;
Johansson, Agurell, Hollister, & Halldin, 2011; Ohlsson et al., 1982; PEREZ-REYES, OWENS, &
DI GUISEPPI, 1981; Wall, Sadler, Brine, Taylor, & Perez-Reyes, 1983). Na urina estdo presentes
intimeros metabolitos acidicos, sendo o 11-COOH-THC o mais abundante (I.J., 2005; Williams
& Moffat, 2011). Uma tinica dose de THC pode resultar em metabolitos detetaveis na urina
durante 12 dias, uma vez que a excrecdo destes metabolitos ndo diminui monotonamente,
resultando numa variacio de resultados positivos e negativos em andlises urinarias

(Grotenhermen, 2003; Law, Mason, Moffat, Gleadle, & King, 2011).
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Ao contrario da urina, os metabolitos encontrados nas fezes podem ser de origem acidica ou
neutra, sendo o 11-hidroxi-tetrahidrocanabinol (11-OH-THC) o predominante (Barnett et al.,

1982; Harvey, 1999; Johansson et al., 2011; PEREZ-REYES et al., 1981; Wall et al., 1983).
2.1.1.4. Farmacodinamica

A maioria dos efeitos provenientes dos fitocanabindides sdo mediados através de acoes
agonistas ou antagonistas realizados nos seus especificos recetores (Grotenhermen, 2003). O
canabindide THC liga-se por acao agonista ao recetor CB1, promovendo a formulacdo de uma
série de sistemas neurotransmissores, resultando desta forma nos seus efeitos psicoativos e
analgésicos (Piomelli, 2003; Sulcova, 2019). Para além disso, o THC podera também induzir
taquicardia, proveniente desta interacdo agonista com o recetor CB1 presente em tecidos
cardiacos (Dumont et al., 2009). Para além da interacdo com o recetor CB1, o THC interage
também agonisticamente com o recetor CB2, onde promove a ativacdo deste recetor que
posteriormente ird desencadear a inibicdo da adenilciclase (Sulcova*, 2019). No caso do CBD,
este atua como um modulador alostérico negativo dos recetores CB1, reduzindo desta forma a
eficicia de uma interacao agonista dos seus ligantes, dos quais o THC (Abrams, 2018; Morales,
Hurst, & Reggio, 2017; Rodriguez-Muiioz, Onetti, Cortés-Montero, Garzon, & Sanchez-Blazquez,
2018). Para além desta interacdo com o recetor CB1, o CBD também engloba outras importantes
caracteristicas, das quais: (1) atua como um antagonista nos recetores CB2; (2) desempenha um
papel antagonista dos recetores canabinbides GPR18; (3) pode atuar como um inibidor nao
seletivo nos canais i6nicos dependentes de voltagem (Abrams, 2018; Morales et al., 2017;
Rodriguez-Mufioz et al., 2018). Por fim, o CBD tem sido alegadamente associado a producao dos
efeitos de fadiga e sonoléncia ap6s sua administracdo (Devinsky et al., 2017). Quando
conjugados com farmacos simpaticomiméticos do SNC, estes sintomas podem agravar (Lucas,
Galettis, & Schneider, 2018). Para além destas caracteristicas, o uso da Cannabis esta também
associado tanto a toxicidade patolégica como comportamental (Andréasson, Allebeck, &
Rydberg, 1989; Schoeler et al., 2016; Thomas, Kloner, & Rezkalla, 2014), onde (D’Souza et al.,
2004) relatou num estudo que, em pacientes saudaveis, a administracdo de THC produziu

sintomas psicoticos, alterou a sua percecdo, aumentou a ansiedade e os défices cognitivos.
2.1.2. Aplicacoes da Cannabis sativa L.

Atendendo a constituicio das suas sementes e 6leo, bem como, a presenca de inimeras

substancias ativas, a Cannabis pode ser empregue em diversas areas de interesse.
2.1.2.1. Area Alimentar
Recentemente, na 4rea alimentar, o desenvolvimento de suplementos em que o Cannabis nas

suas diferentes formas esta presente, tem vindo a suscitar um interesse do ponto de vista do

consumidor e consequentemente do setor agroalimentar. No caso das sementes, estas tém vindo
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a ganhar um elevado interesse devido a constituicdo das mesmas, uma vez que apresentam
diversos componentes bioativos, dos quais macronutrientes e fitoquimicos, demonstrando ser
um produto saudavel e benéfico para a nutricdo e satide humana (J. C. Callaway, 2004;
Vonapartis, Aubin, Seguin, Mustafa, & Charron, 2015). Os principais constituintes das sementes
de cdnhamo incluem: (1) proteinas facilmente ingeriveis (20-25%), (2) acidos gordos
polinsaturados (acido linoleico (LA) e acido alfalinolénico (ALA)), (3) lipidos abundantes (25-
35%) e (4) hidratos de carbono (20-30%) ricos em fibras insolaveis (J. C. Callaway, 2004;
Deferne & Pate, 1996; House, Neufeld, & Leson, 2010; Matthdus & Briihl, 2008; Silversides &
Lefrancgois, 2005; Tang, Ten, Wang, & Yang, 2006; Vonapartis et al., 2015). As proteinas das
sementes de cinhamo estdo adaptadas ao consumo humano e animal, consistindo
principalmente em proteinas de elevada qualidade e facilmente digeriveis, das quais proteinas
edestin e albumina, abundantes em aminoécidos essenciais (J. C. Callaway, 2004; Matthdus &
Briihl, 2008; Tang et al., 2006; Vonapartis et al., 2015). Os acidos gordos insaturados (LA e
ALA) sio considerados favoraveis e equilibrados para a nutricdo humana quando presentes
numa propor¢ao de 3:1, respetivamente (Ditr6i, Kleiner, Boszorményi, Szentmihalyi, & Fébel,
2013; Schultz et al., 2020; Tang et al., 2006; Vonapartis et al., 2015). As concentracées de LA
variam entre 64-72% da composicao total de acidos gordos. Esta gama resulta da variacao de
diferentes meios de cultivo de canhamo, técnicas de cultivo, bem como alteragoes das condicoes
de processamento e armazenamento. Estes acidos gordos devem ser obtidos a partir da dieta
uma vez que nao sao sintetizados de forma endogena (Deferne & Pate, 1996; Dimi¢, Romanié, &

Vujasinovi¢, 2009; Kriese et al., 2004; Tang et al., 2006; Vonapartis et al., 2015).
2.1.2.2. Aplicacoes Terapéuticas

As propriedades terapéuticas da Cannabis sdo conhecidas desde a antiguidade e embora, na
maioria dos casos, os resultados ndo possam ser considerados definitivos e nao existam
atualmente condicbes patoldgicas para quais os canabindides possam ser considerados como
tratamento de primeira linha, a literatura relata cada vez mais estudos relacionados com o uso
médico da Cannabis e dos seus canabindides para doencas relevantes, mas também para o bem-
estar dos pacientes (Stella et al., 2021). Dos mais de 100 canabindides descobertos, apenas
alguns foram estudados com alguma profundidade. O THC é talvez o mais famoso de todos os
canabinodides, para além de ser o mais controverso. Este quimico é principalmente responsavel
por alterar o estado de espirito e também pela panéplia de usos terapéuticos. O THC é o
canabinbide mais abundante nos quimiotipos, seletivamente criados para induzir um efeito
psicoativo. E a interacio do THC com o recetor CB1 dentro do SNC que suscita a sua acio
psicotropica. Uma das descobertas mais surpreendentes em modelos animais, em relagdo ao
THC, foi a capacidade de induzir a apoptose nas células dos tumores, enquanto protege as
células saudéveis da morte celular (Caffarel et al., 2010; Vaccani, Massi, Colombo, Rubino, &
Parolaro, 2005). O THC interage tanto com os recetores CB1 como com os recetores CB2.
Através deste mecanismo, este canabin6ide também demonstrou regular a dor, espasticidade,

sedacdo, apetite e humor. Por exemplo, uma investigacdo publicada na revista Clinical
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Therapeutics descobriu uma reducao significativa da dor em pacientes com esclerose multipla
progressiva imediatamente ap6s a administracio de uma preparacido oral de THC.
Adicionalmente, o THC também exibe efeitos neuroprotetores, e demonstrou inclusive que
consegue diminuir os niveis de beta-amiloide in vitro, sugerindo que pode desempenhar um
potencial papel terapéutico na doenca de Alzheimer. Finalmente, o THC é um poderoso anti-
inflamatorio que demonstrou apresentar 20 vezes os efeitos anti-inflamatoérios da aspirina. Em
relacao ao CBD, este apresenta efeitos supressores no sistema imunitario, incluindo reduco da
resposta inflamatoria, supressdo da imunidade celular e humoral, e inducdo de apoptose em
alguns linfocitos; estes efeitos sao benéficos para o tratamento de doencas inflamatoérias (Booz,
2012; Nichols & Kaplan, 2020). A diabetes tipo 1 é um exemplo de uma doenca de base
inflamatoria que pode beneficiar de tratamento preventivo utilizando o CBD; ratos diabéticos
nao obesos que receberam CBD como sua fonte de tratamento, apresentaram um atraso
significativo no desenvolvimento da diabetes em comparacdo com ratos diabéticos ndo obesos

que nao receberam CBD (Lehmann et al., 2017).
2.1.2.3. Aplicacoes Dérmicas

No ponto de vista dérmico, a administracdo de medicamentos através da pele torna-se uma
opcao pratica devido a sua facil acessibilidade. As formulaces dérmicas podem ser divididas em
dois grupos: (1) transdérmicas e (2) topicas (Stella et al.,, 2021). Na via transdérmica, a
administracdo de substancias terapéuticas requer alguns requisitos, dos quais: (1) elevada
poténcia (menos de 10 mg/dia); (2) baixo peso molecular (menos de 500 g/mol); (3)
lipofilicidade moderada (log P 1-5); (4) ponto de fusdo inferior a 250°C (Kovacik, Kopec¢na, &
Vavrova, 2020). Considerando as propriedades fisico-quimicas dos canabinbides, o CBD
apresenta um peso molecular razoavel (314,46 g/mol), caracteristica pretendida de forma a ser
introduzido por via transdérmica (Baswan et al., 2020). Contudo, devido a sua elevada
lipofilicidade (Log P = 6,3), esta representa um fator limitante na introducdo deste agente
terapéutico por esta via (Baswan et al., 2020; Stella et al., 2021). De forma a combater este
obstaculo, esta substancia ativa podera ser acoplada a um DDS facilitando deste modo, o seu
transporte (Baswan et al., 2020). O 6leo obtido através das sementes de cinhamo também
apresenta diversas caracteristicas benéficas em termos topicos. Este pode ser uma cura eficaz
para o eczema, bem como outras séries de doencas dérmicas, uma vez que é composto por mais
de 80% de acidos gordos polinsaturados (LA e ALA), bem como é rico em tocoferéis (J. C.
Callaway, 2004; J. Callaway et al., 2005; Kriese et al., 2004). Estes constituintes apontam para
os efeitos benéficos do 6leo de canhamo na reducdo e erradicacdo de doencas dérmicas,
incluindo o eczema (Harbige, 1998). Um estudo clinico realizado por (J. Callaway et al., 2005)
demonstrou que pacientes que apresentavam uma ingestao regular de 6leo de Cannabis na sua
dieta demonstraram menores sintomas de eczema, pele seca e irritacdo dérmica. Por fim, niveis
elevados de LA e ALA demonstraram também ser um fator importante no melhoramento dos

sintomas atopicos provenientes da dermatite (Okuyama, 1996).
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2.2, Sistemas de Entrega de Farmacos

Um Sistema de Entrega de Farmacos, ou Drug Delivery System (DDS), é definido como um
dispositivo que permite a introdu¢do de uma substancia terapéutica no corpo e melhora a sua
eficicia e seguranca através do controlo da taxa, tempo e local de libertacdo de farmacos no
corpo (Jain, 2020). De forma obter uma resposta terapéutica desejada, uma quantidade
adequada do produto terapéutico deve ser administrada, onde posteriormente serao libertados e
absorvidos os constituintes ativos do farmaco, e por fim, transportados através das membranas
biologicas com destino ao local de acao (Jain, 2020; Paolino, Sinha, Fresta, & Ferrari, 2006). O
controlo da distribuicao corporal bem como da taxa de libertacao do fArmaco sdo consideradas
as duas caracteristicas mais importantes na formulacdo de um DDS. Através do estudo, controlo
e modificacao destas caracteristicas, bem como das diversas rotas destinadas pelos farmacos, é
possivel projetar e preparar novos DDS inovadores com um potencial de melhorar diversas
terapias. Deste modo, os objetivos principais na formulagdo de DDS sao: (1) controlar a taxa de
libertacao do farmaco pretendido, (2) promover a libertacdo da substancia terapéutica no local
especifico de acao e (3) controlar a concentracdo do agente terapéutico de forma alcancar
membranas e superficies absorventes (Paolino et al., 2006). Alguns exemplos de DDS
frequentemente utilizados para o diagnostico e terapia de diversas patologias incluem
lipossomas, niossomas, micelas, nanoesferas, nanocapsulas, nanoparticulas, microparticulas,
microesferas, microbolhas, sistemas poliméricos, dendrimeros, ouro coloidal, nanoesferas de
ouro, pontos quanticos, particulas superparamagnéticas, nanotubos de carbono, ciclodextrinas e
esfingomonas (Figura 2.5) (El-Ridy et al., 2011; Klajnert & Bryszewska, 2001; Lembo & Cavalli,
2010; Mayer, 2005; Mitra, Nan, Line, & Ghandehari, 2006; Ostro & Cullis, 1989; Torchilin,
2006; Uekama & Otagiri, 1987).
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Figura 2.5 — Diversos DDS empregues no diagndstico e terapia de varias patologias (adaptado de
(Conniot et al., 2014; Panzarini et al., 2013)).
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2.2.1. Utilidade da nanotecnologia no desenvolvimento de DDS

A nanotecnologia é considerada como a criacdo e utilizacao de materiais, dispositivos e sistemas
na gama nanométrica, ou seja, ao nivel dos atomos, moléculas e estruturas supramoleculares
(Jain, 2020). As nanoparticulas sdo uns dos diversos produtos provenientes da nanotecnologia.
Estas particulas poliméricas sdo formuladas através de polimeros naturais ou artificiais,
possuindo uma dimensao compreendida entre 10-1000 nm (Tiwari et al., 2012). Através destas
particulas é possivel conjugar um ou diversos agentes terapéuticos, através de uma solucio
sblida, adsorvidos na superficie das nanoparticulas ou fixados quimicamente, e surgindo desta
forma como uma das principais ferramentas na formulacao de DDS especializados e inovadores,
com utilidade em diversas terapias: imunoterapia, geneterapia, radioterapia, quimioterapia,
tratamento antirretroviral, na distribui¢do de proteinas e antibidticos e, por fim, podem surgir
na forma de vesiculas com a finalidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) (Singh
& Vyas, 1996; Tiwari et al., 2012). Posto isto, a nanotecnologia apresenta diversas vantagens no
fabrico destes DDS, das quais: (1) modificacio da solubilidade de um farmaco na &4gua,
proporcionando desta forma um aumento da sua libertacdo no local de a¢do mantendo,
simultaneamente, o desejado perfil de libertacio adequado (Jain, 2020); (2) facilitar a
transcitose de agentes terapéuticos através das barreiras epiteliais e endoteliais, bem como, dos
capilares sanguineos (Figura 2.6); (3) facilitar o transporte e distribuicio de farmacos
macromoleculares ao seu respetivo local de agdo intracelular; (4) proporcionar uma terapia
combinada, ou seja, o uso de dois ou mais agentes terapéuticos; (5) proporcionar uma leitura em
tempo real sobre a eficicia in vivo de um dado agente terapéutico (Farokhzad & Langer, 20009;
Ferrari, 2005). Contudo, apesar destas vantagens, a citotoxicidade das nanoparticulas, bem
como dos seus metabolitos p6s degradacdo, continuam a representar uma desvantagem
limitante no uso das nanoparticulas na formulacdo destes DDS, sendo por isso, necessario
futuros estudos na melhoria da sua biocompatibilidade (Sivakumar, Mythily, Alamelu, &

Panduranga Rao, 1994; Swapna & Nadkarni, 1998).

Figura 2.6 — A eficicia da utilizacao de nanoparticulas como veiculos de entrega de agentes terapéuticos
encontra-se altamente dependente dos seus tamanhos e formas, afetando diretamente o seu movimento
para o interior/exterior dos capilares sanguineos, bem como, a sua velocidade de movimenta¢do na
corrente sanguinea (adaptado de (Farokhzad & Langer, 2009)).
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2.2.2. Desenvolvimento de DDS diferenciados

Através do uso de polimeros celuldsicos, nomeadamente a celulose, é possivel a obtencido de
diversos DDS de elevada importancia, sendo posteriormente utilizados em diversas areas de
interesse. Estes DDS desenvolvidos a partir de fibras de celulose, desempenham uma vasta area

de interesse devido a facil aquisicao deste polimero celul6sico.
2.2.2.1. Celulose

A celulose é um dos polimeros mais abundantes da terra, podendo ser obtida a partir de arvores
e plantas anuais utilizando um processo alcalino, entre os quais se encontra se encontra o
processo Kraft (Chakar & Ragauskas, 2004; Demuner et al., 2021; Fearon, Kuitunen,
Ruuttunen, Alopaeus, & Vuorinen, 2020). Em plantas anuais podem utilizar-se os caules e
nestes a celulose representa cera de 40-50% de sua constituicdo (Zhang et al., 2021). A celulose
¢ um polimero composto por unidades de glicose, interligadas entre si através de ligacoes [-1,4-
glicosidicas (Rajnish et al., 2021). Em termos de organizacao, a celulose encontra-se organizada
na forma de fibrilas elementares, 3-5 nm, ligadas através de pontes de hidrogénio entre o grupo
hidroxilo e o oxigénio dos anéis adjacentes das moléculas de celulose, onde estas se agregam
formando estruturas maiores, as microfibrilas, 10-20 nm. Este elevado niimero de microfibrilas
tornam a celulose um polimero altamente estivel, bem como proporcionam rigidez as fibras
(Moon, Martini, Nairn, Simonsen, & Youngblood, 2011; Rajnish et al., 2021; Zhang et al., 2021).
Para além disso, a celulose pode sofrer diversos tratamentos mecanicos, enziméaticos e quimicos
de forma a produzir diversos derivados, por exemplo, a CMC e a NFC. Estes derivados
representam uma elevada importancia no desenvolvimento de DDS devido as suas diversas
propriedades, sendo utilizados como aglutinantes (revestimento de farmacos) e/ou
moduladores (libertacdo de substancias ativas de forma controlada e retardada) (Kamel, Alj,
Jahangir, Shah, & El-Gendy, 2008; Sindhu, Prasanth, & Thakur, 2014).

Os DDS podem ser desenvolvidos para serem administrados por diversas vias, sendo as mais
importantes a via oral e a dérmica. No desenvolvimento de DDS de base celulésica, uma das
etapas mais importantes é o desenvolvimento e otimizacdo de uma matriz 3D porosa na qual se

irao reter e libertar, de forma controlada, as moléculas ativas (Nicu et al., 2021).
2.2.2.2, Desenvolvimento de DDS para aplicacao oral

No caso de uma aplicacdo oral, o objetivo é desenvolver uma matriz em que a celulose é o
componente principal, a partir de NFC, micro celulose e celulose miro/nano fibrilada, como por
exemplo, a CMC e obter uma combinacio otimizada de forma que o sistema tenha a porosidade
pretendida. Através das diversas propriedades benéficas apresentadas por estes polimeros
celulosicos, das quais: (1) eficacia terapéutica; (2) biocompatibilidade; (3) baixa incidéncia de

efeitos secundarios e (4) facilidade de incorporacdo de agentes terapéuticos, farmacolbgicos e
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nutricionais (Kierys, Grochowicz, & Kosik, 2015; F. P Morais, 2017; Oliveira et al., 2015), estes
demonstram uma elevada importancia e utilidade no desenvolvimento de DDS. E possivel
constatar, através dos estudos morfolégicos e mecanicos desenvolvidos por (Flavia P. Morais et
al., 2019; Flavia P. Morais, Carta, Amaral, & Curto, 2021c; Nicu et al., 2021), a importancia que
estas fibras representam no desenvolvimento de um DDS, onde foi possivel manipular os
diversos constituintes fibrosos, dos quais a porosidade, podendo desta forma controlar a taxa de

libertacao da substancia ativa e/ou nutricional incorporada no seu interior.

No desenvolvimento de DDS para aplicacdo oral pode utilizar-se o alginato, empregue na
producao destes DDS devido as suas caracteristicas de estabilizacdo (Miiller, Santos, & Brigido,
2011). A incorporacio do alginato numa solugdo contendo iGes divalentes e multivalentes, por
exemplo Ca2*, forma um gel reticulado e que permite o encapsulamento de todos os
constituintes presentes, podendo retardar a libertacdo do agente terapéutico ou nutricional em

questdo (Hua, Ma, Li, Yang, & Wang, 2010; F. P Morais, 2017).

Como resultado de toda a informacao obtida na pesquisa bibliografica, os DDS para aplicacao
oral podem ser desenvolvidos através da incorporacdo de uma conjugacao de fibras celulésicas,
formando uma matriz celulésica 3D, na qual sera possivel incorporar no seu interior varias
substancias ativas, tendo sempre em consideracdo a dosagem a utilizar de cada constituinte,

formulando deste modo DDS adequados para ingestao.
2.2.2.3. Desenvolvimento de DDS para aplicacoes dérmicas

Nos DDS para aplicagdoes dérmicas e transdérmicas, o objetivo principal é desenvolver uma
camada porosa, que neste trabalho sera feita a partir de uma matriz 3D de fibras de celulose, de

forma a reter os 6leos e as moléculas ativas pretendidas.

Nesta primeira etapa o desenvolvimento de uma matriz porosa a partir de varias fibras
disponiveis, é um dos parametros chaves de forma obter DDS para aplicacoes dérmicas eficazes.
Na producao destes DDS dérmicos, é necessario ter em conta diversos fatores chaves, dos quais:
(1) porosidade; (2) proporcao de fibras a utilizar; (3) combinacao de diferentes fibras celulésicas
e (4) taxa de refinacdo das fibras, se presente. Para além disso, é necessario o desenvolvimento
de 3 camadas celulosicas distintas, apresentando caracteristicas diferenciadas (Martins et al.,
2018). Através dos estudos desenvolvidos por (Martins et al., 2018; Nicu et al., 2021;
Rostamitabar et al., 2021), podemos concluir o papel e a importancia que cada camada
celulésica desempenha na formulacdo destes DDS dérmicos: (1) uma camada exterior,
altamente hidrofébica, inibindo interac6es com o meio exterior; (2) uma camada intermédia
porosa, onde estdo localizadas as substancias ativas, retidas na matriz 3D celulbsica e (3) uma
camada de elevada suavidade, permanentemente em contacto com a pele. As substancias
terapéuticas presentes na camada intermédia deslocar-se-do em direcdo ao local de agdo, a

derme.
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2.2.2.4. Estudos de estabilidade dos DDS

A taxa de libertacdo de uma substéncia ativa, bem como a estabilidade de um DDS pode ser
estudada através da producdo, in vivo, dos diversos ambientes, mimetizando o seu pH, ao qual
os DDS ficam submetidos. No caso dos DDS de base celuldsica, a libertacido de uma substéncia
ativa para o meio envolvente encontra-se altamente dependente de diversos fatores, dos quais:
(1) propriedades fisico-quimicas da substéancia ativa; (2) constituicao dos DDS desenvolvidos;
(3) meio de libertacdo da substancia ativa; (4) porosidade da matriz 3D celulésica; (5) proporcao
de alginato a utilizar e (6) possiveis interacoes entre estes fatores (Fu & Kao, 2010; F. P Morais,

2017).

Os diversos DDS sao testados em diversas solucoes, contendo pH distintos, de forma a estudar o
comportamento da estabilidade da estrutura e conformidade por parte dos DDS, bem como
analisar a taxa de libertacdo da substancia ativa presente no interior da matriz 3D celul6sica.
Este estudo procede-se com base nos diversos ambientes que os DDS ficam submetidos
simulando o pH no trajeto destes, in vivo, até ao local de acdo (Gonzalez-Rodriguez, Holgado,

Sanchez-Lafuente, Rabasco, & Fini, 2002).

2.3. Simulacao computacional de matrizes 3D a base de materiais

celulosicos

Na realizacdo dos diversos DDS, por vezes € muito dificil prever a constituicao fibrosa a utilizar
na matriz 3D celulésica, deixando em aberto possiveis questdoes acerca de constituicdo e
proporcao fibrosa a desempenhar. Através do uso de modelos computacionais 3D, é possivel
estudar, prever, manipular e otimizar diversas propriedades estruturais e mecanicas das
estruturas constituidas por fibras celulésicas (Borodulina, Motamedian, & Kulachenko, 2018;
Motamedian, Halilovic, & Kulachenko, 2019; Sampson, 2009). Estes modelos computacionais
desempenham uma elevada importancia no desenvolvimento de DDS, especialmente nos DDS
dérmicos, uma vez que é possivel simular as diversas matrizes 3D de base celuldsica, das
diversas camadas, computacionalmente. Deste modo é possivel otimizar cada camada, nas suas
propriedades estruturais requeridas, tais como a espessura, porosidade e distribuicao e taamho
dos poros, de modo alcancar aa funcionalidades pretendidas de retencao e libertacdo controloda
ao longo do tempo. Para além da otimizacdo das diversas propriedades das matrizes
constituidas por fibras, o uso destes modelos computacionais proporciona outras vantagens, das
quais: (1) simulacdo de estruturas utilizando dados experimentais das fibras; (2) obtencao por
simulacdo 3D da matriz celuldsica e das suas propriedades estruturais e (3) diminuicdo do

tempo e recursos a nivel experimental (F. P Morais, 2017).

O primeiro modelo computacional surgiu em 1994, por Alava e Niskanen, denominado o modelo
KCL-PAKKA. Este modelo simula geometricamente as estruturas 3D celulo6sicas através de uma

disposicao aleatéria das fibras resultando numa estrutura representada na Figura 2.8. Para além
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disso, a flexibilidade das fibras é considerada pela primeira vez neste modelo computacional,
produzindo deste modo estruturas 3D com diferentes espessuras e porosidades (Alava &

Niskanen, 2006; Niskanen & Alava, 1994).

Figura 2.7 — Estrutura 3D de base celul6sica obtida através do modelo KCL-PAKKA (adaptado de (Alava
& Niskanen, 2006)).

Posteriormente, em 2011, foi validado um modelo computacional 3D, por (J.M.R. Curto, 2012),
através do qual foi possivel simular varias matrizes 3D de base celul6sica e polimérica, através
da manipulacio do volume e flexibilidade de cada fibra, representada por uma sequéncia de

voxéis numa divisdo cartesiana, tal como ilustrado na Figura 2.8.

GENERATION OF THE DISCRETE POSITIONING OF THE CUTTING EXTRACTING THE MAPPING ONTO
IN-PLANE COORDINATES PLANE ON THE 3D LATTICE VERTICAL SLICE A 2D GRID
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Figura 2.8 — Esquematizacao, passo a passo, do modelo computacional 3D validado por Curto (adaptado
Curto et al, 2012; Curto, 2012, Conceicdo, Curto, Simées, & Portugal, 2011;).
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Este modelo computacional validado por (J.M.R. Curto, 2012) constitui uma ferramenta 1til na
simulacdo, manipulacao e otimizacdo de matrizes 3D celul6sicos, tendo sido utilizada em varios
estudos (Flavia P. Morais, Carta, Amaral, & Curto, 2021b, 2021a, 2020b, 2020a; Flavia P.
Morais & Curto, 2022). Com este modelo computacional, foi possivel estudar, simular e otimizar
diversas propriedades presentes nas estruturas formadas por fibras, de forma obter e manipular

as multiplas matrizes 3D celul6sicas obtidas por simulacao computacional (Figura 2.9).

Fiber
dimensions
and properties

Structural
properties

Figura 2.9 —Esquema representativo da simulagdo computacional das estruturas celuldsicas utilizando o
modelo computacional validado por (J.M.R. Curto, 2012). Inicialmente, as propriedades fisicas e
dimensionais das fibras s@o introduzidas e as estruturas sdo obtidas através da sua deposicao aleatéria
formando uma matriz 3D. Na deposi¢ao individual de cada fibra utiliza-se um mecanismo de autématos
celulares. Por fim, a imagem da direita é a matriz porosa obtida tendo em conta os modelos 3D das fibras
em causa (adaptado de (Flavia P. Morais & Curto, 2022)).

Através deste modelo computacional, sera possivel analisar, estudar e otimizar diversas matrizes
3D celulbsicas desenvolvidas a partir das fibras que formam a rede celul6sica. Um exemplo em
concreto, neste trabalho sera a possibilidade de simulacao das fibras de Cannabis. Através deste
modelo, sera possivel analisar a estrutura e porosidade da rede celul6sica, de forma a produzir
uma matriz com a capacidade de reter no seu interior e libertar controladamente as substancias

ativas de interesse.
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Capitulo 111

Materiais e Métodos
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo mencionadas os diversos materiais e reagentes, bem como suas
preparacoes, utilizados ao longo do estudo, com adicional descricio dos diversos métodos
empregues, nomeadamente, 6leo e fibras de Cannabis, producdo de DDS inovadores,
ultrassonificacdo, producdo de o6leos incorporados com canabindides, Teor de Matéria Seca
(TMS), FTIR-ATR, simulacdo computacional e analise estrutural dos diversos DDS
incorporados com o extrato e o dleo de Cannabis, quando submetidos a diversas solu¢des com

pH distintos.
3.1 Materiais

3.1.1. Oleo de Cannabis

Utilizaram-se sementes de cinhamo selecionadas para consumo alimentar de origem biologica,

lote 1008821, da marca Continente, cuja constituicdo se encontra na Figura 3.1, e que contém

49g de lipidios em 100g de amostra, o que corresponde a aproximadamente 50% lipidos.

Figura 3.1 - Sementes de cinhamo descascadas (a) e sua informacio nutricional presente no rétulo (b).
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3.1.2. Matriz de base celulosica do DDS

Para a construcdo da matriz 3D dos DDS utilizaram-se varios tipos de materiais de base
celulosica. As fibras de celulose de referéncia selecionaram-se a partir de um conjunto
experimental contendo fibras de Eucalyptus globulus e fibras de Picea abies obtidas pelo
processo Kraft com e sem branqueamento de um lote industrial. As fibras de Cannabis
obtiveram-se laboratorialmente a partir da madeira do caule da planta, obtidos através de uma
empresa de cainhamo, num processo alcalino. Neste processo utilizou-se no ensaio de referéncia

madeira de Eucalyptus globulus sujeita as mesmas condi¢oes da madeira da Cannabis.

Utilizou-se a Carboximetilcelulose (CMC) com elevada viscosidade (1500-3000 cps), massa
molecular média de 700000 g/mol, grau de substituicdo de 0.65-0.90, pureza analitica, obtida a
Sigma-Aldrich.

A nano celulose, ou Nanofibrillated Cellulose (NFC), foi produzida em laboratério pela nossa

unidade de investiga¢ido FibEnTech-UBI.

Os DDS foram produzidos utilizando, o polimero alginato de s6dio com viscosidade de 1% a
20°C, da BioChemica, AppliChem, uma solu¢io de cloreto de calcio (CaCl,), massa molecular
110,98 g/mol, um agente de reticulacdo, da BDH Chemicals Ltd, England e, nos DDS de
suplementos nutricionais, o uso de capsulas vegetais de hidroxipropilmetilcelulose, da
doTERRA®, Reino Unido.

3.1.3. Amostras de flor e extrato de Cannabis

Neste estudo foram utilizadas diversas amostras (Figura 3.2) provenientes de produtos
comerciais, e identificados pela sua potencialidade no desenvolvimento de novas linhas de
produtos com interesse para a Empresa em causa. A imagem da esquerda (a) diz respeito ao
extrato de Cannabis, da empresa Multitrance Amsterdam®, com sede na Holanda, e que se
encontra em conjunto com a planta Camellia sinensis com a designacao comercial de Tea White
Widow, na forma de saquetas para infusdo. Na imagem da direita (b) encontra-se a embalagem
de uma amostra de flor Cannabis obtida em Portugal, da Happease®, numa loja de
especialidade. A amostra A designa-se comercialmente por Cannabis Limoncello, e amostra B
por flor de Cannabis sativa L., e foram ambas selecionadas por serem amostras de flor de

Cannabis com potencial interesse para a Empresa em causa.
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Figura 3.2 — Amostras contendo CBD utilizadas ao longo do estudo, cha verde contendo extrato de
Cannabis (a) e flor de Cannabis (b).

3.1.4. Estudos Estruturais dos DDS

De forma a simular os diversos pH dos ambientes in vivo, foram utilizadas trés solucoes com pH
distintos. Na mimetizacdo do ambiente do estomago, pH acido = 2, foi preparado uma solugio
de acido cloridrico (HCI), massa molecular de 36,458 g/mol, da Sigma-Aldrich. Nos restantes
ambientes, pH do duodeno = 6,6 e da corrente sanguinea = 7,4, foram empregues duas solucées
de fosfato dipotéssico (K.HPO,), massa molecular de 136,09 g/mol, da Sigma-Aldrich, onde foi

ajustado o pH de cada solugdo para o pH desejado.
3.2 Meétodos

A Figura 3.3 apresenta uma esquematizacido dos diversos métodos utilizados ao longo do

presente estudo para obter o produto final desejado bem como a sua caracterizagio.

Obtengdo do 6leo e fibras Simulagido Computacional Estudos Estruturais dos
e Cannabis da rede celulésica Produgfio de DDS diversos DDS
A 4 J = =
Produgdo de 6leos :
incorpcti'ados com Caracterizagio por FTIR-
canabinbides AIR

Figura 3.3 — Metodologia experimental e computacional desenvolvida ao longo do estudo.
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3.2.1 Preparacao das diversas solucoes

No decorrer de toda a atividade experimental, foram preparadas e otimizadas diversas solucées
empregues nas multiplas etapas experimentais realizadas, através do auxilio de um protocolo

desenvolvido e fornecido pela Prof. Dra. Joana Curto (Joana M.R. Curto, 2017), das quais:

» Na obtencao das fibras de Cannabis, foram preparadas duas solucdes: (1) uma solucao
de hidroxido de s6dio (NaOH) 3M, massa molecular aproximadamente 40 g/mol, e (2)
uma solucao de peréxido de hidrogénio (H»0,), massa molecular 34,0147 g/mol, de 10
Volume, titulada por permanganometria, proveniente do lote 18267, da Plural —
Cooperativa Farmacéutica, Portugal;

» No desenvolvimento dos diversos DDS, foram formuladas as solucoes de alginato de
s6dio 2% (m/v), CMC 0,5% (m/v) e CaCl, 0,2M, bem como, a preparacao do extrato de
Cannabis;

» Foram preparadas diversas solu¢ées com pH distintos, no estudo estrutural dos diversos
DDS, utilizando um medidor de pH, marca Eutech Instruments, modelo pH 700, no
controlo e manipulagio dos diversos pH requeridos. De forma a simular o ambiente do
estomago, o pH foi ajustado para o valor final pretendido, através da incorporacio, gota
a gota, de agua destilada na solucao de HCI 0,1M, uma vez que esta solucao apresentava
valores de pH abaixo de 2. Por outro lado, na simulacdo dos restantes ambientes,
utilizou-se uma base (NaOH) e um acido (HCI) de forma a ajustar o pH da solucao de

K-HPO, 0,1M para os valores desejados.

Os diversos célculos realizados na preparacio das diversas solugbes, bem como o calculo da

concentracao do extrato de Cannabis serao descritos no Anexo B.

3.2.2 Obtencao do 6leo de Cannabis

De modo obter o 6leo desejado, procedeu-se a diversos processos de moagem, com recurso ao
CryoMill®, de duas amostras de sementes de cinhamo diferenciadas, uma congelada e outra a
temperatura ambiente. O processo de moagem foi realizado através do auxilio do manual de
instrumentacao do CryoMill® (RETSCH, 2020), bem como, atendendo as suas diversas variaveis
caracteristicas (Figura 3.4). As sementes de canhamo foram trituradas utilizando trés objetos de
moagem, numa frequéncia de 25 Hz a uma temperatura compreendida entre 0-20°C, durante

10 minutos. Foram realizados diversos ciclos de moagem até obter um produto final consistente.
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Figura 3.4 — Esquema ilustrativo das diversas caracteristicas do CryoMill®.

3.2.3 Obtencao das fibras de Cannabis

De modo obter um DDS incorporado com fibras de Cannabis, com a finalidade de desenvolver
uma rede 3D celuldsica no seu interior, estas foram obtidas através de um Processo Alcalino.
Este processo é responsavel pela deslenhificacao das fibras e estad subdividido em duas etapas

distintas: Processos de cozimento e branqueamento.
3.2.3.1 Processo de cozimento

Inicialmente os caules foram pesados numa balanca analitica marca Mettler, modelo Toledo
AG104, e repartidos em pequenas porgdoes e posteriormente inseridos num reator.
Seguidamente foram adicionados 10 mL de uma solucao de NaOH 3M e colocado num banho
térmico a 80°C durante 6 h, de modo a eliminar a lenhina presente nos caules, através do uso de
uma placa de aquecimento e agitacdo, com velocidade controlada, marca Heidolph, modelo
MR3001K. Por fim, os caules foram obtidos através de meio de filtragem sofrendo
posteriormente dois ciclos de lavagem com H,O destilada aquecida, de forma a eliminar
residuos de NaOH e lenhina presentes, e colocadas numa estufa, a 100°C até estarem

totalmente secas (Demuner et al., 2021; Fearon et al., 2020).
3.2.3.2 Processo de branqueamento

Apos secagem, os caules foram recolocados num reator juntamente com 50 mL de uma solugao
de H,0,, 10 volumes, titulada por permanganometria, durante 45 minutos. De seguida as fibras
foram filtradas e sujeitas posteriormente a dois ciclos de lavagem com H,O destilada a 40°C.
Por fim, as fibras obtidas foram colocadas numa estufa a 100°C até se encontrarem totalmente

secas (Chakar & Ragauskas, 2004; Seo & Kim, 2015).
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3.2.4. Desenvolvimento de DDS
Neste topico serao mencionados os diversos DDS desenvolvidos bem como as suas formulagoes.
3.2.4.1. Aplicacoes de suplementos alimentares

Na formulacido dos DDS de suplementos alimentares, a formulagao crio-moida das sementes de
Cannabis, obtido apoés 6 ciclos no processo de crio-moagem, foi incorporado numa céapsula
vegetal de hidroxipropilmetilcelulose, ficando retido no seu interior, e deste modo ocorrer a sua

facil ingestao.
3.2.4.2. Aplicacoes terapéuticas orais

A producao dos DDS para aplicacdo oral foi realizada utilizando uma solugdo final
homogeneizada de trés constituintes com propriedades distintas: Alginato 2% (m/v),
responséavel pela estrutura e conformidade dos DDS, um ou véarios biopolimeros celul6sicos
como CMC 0,5% (m/v), fibras de Cannabis e NFC, conferindo desta forma uma rede celul6sica
3D no interior dos DDS na qual estardo retidas as substancias ativas de extrato de Cannabis. A

proporgao relativa de cada constituinte a incorporar na mistura final foi feita utilizando a massa.

3.2.4.2.1 Desenvolvimento de DDS poliméricos incorporados com

extrato de Cannabis

Os DDS poliméricos incorporados com extrato de Cannabis foram preparados por uma mistura
de uma solucio de Alginato 2% (m/v), CMC 0,5% (m/v) e o extrato de Cannabis, com uma
concentracdo de 3,126 g/L, numa propor¢do massica de 2:1:1 e 2:2:1. A mistura foi
homogeneizada a 1000 rpm durante 15 minutos. Ap6s este processo, foram pipetados, gota a
gota, 25 mL da mistura preparada a uma solu¢io de CaCl, 0,2M, de forma a obter os DDS
esféricos. Posteriormente, os DDS foram deixados overnight na solucdo de CaCl,
(Vijayalakshmi, Gomathi, & Sudha, 2014). Por fim, os DDS foram filtrados e lavados com agua

destilada, com posterior secagem.

3.2.4.2.2 Desenvolvimento de DDS poliméricos incorporados com

fibras de Cannabis, NFC e extrato de Cannabis

De forma a incorporar as fibras de Cannabis nos DDS poliméricos, estas foram re-suspendidas
numa solucdo de NaOH 3M sofrendo uma agitacdo ocasional durante 30 minutos.
Posteriormente, as fibras foram filtradas e lavadas com H,O destilada, e colocadas em 100 mL

de H,O destilada com uma agitacao de 300 rpm.
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De seguida, o biopolimero celulésico foi obtido através da junc¢ao de fibras de Cannabis, CMC
0,5% (m/v) e NFC numa proporcao 2:2:1. Para tal, a mistura do biopolimero celulésico foi
inicialmente colocada a 800 rpm durante 15 minutos, com posterior ultrassonificacdo, através
do uso de um ultrassonificador, de 3 ciclos durante 20s e por fim, novamente, 800 rpm durante

15 minutos.

Para a producdo destes DDS utilizou-se o método descrito no subcapitulo 3.2.4.2.1 formando os

DDS numa proporg¢ao 2:2:1.

3.2.4.2.3 Desenvolvimento de DDS poliméricos incorporados com a

formulacao crio-moida

Na preparacdo de DDS contendo a formulacio crio-moida como sua substancia ativa, esta
formulacgdo foi incorporada em CMC 0,5% (m/v) com posterior ultrassonificacdo de 3 ciclos
durante 20s. De seguida foi incorporado Alginato 2% (m/v), CMC 0,5% (m/v) e formulacgao crio-
moida numa proporc¢io de 2:2:0,1 e 2:2:0,5, respetivamente. Por fim, a obtencio dos DDS tal

como descrito no subcapitulo 3.2.4.2.1.
3.2.4.2.4 Analise Estrutural dos DDS

Apos obtengdo dos DDS poliméricos esféricos encapsulados com os diversos constituintes em
estudo, estudou-se o comportamento estrutural de cada DDS quando submetidos em diversas
solugodes com pH diferenciados durante 6h nas condicoes de 30°C. Na Tabela 3.1 estao referidas
as diversas solucoes preparadas com a finalidade de mimetizar os diversos meios presentes ao
qual os DDS encontrar-se-ao sujeitos, mimetizando desta forma o trajeto percorrido pelos DDS

apo6s entrada no corpo humano.

Tabela 3.1 — Solucoes empregues na realizacao dos estudos estruturais dos diversos DDS.

~ Meio a
Solucbes pH Mimetizar
Solucao Tampiao HCI 2 Estémago
Soluc¢ao Tampao Fosfato 6,6 Duodeno
~ ~ Corrente
Solucao Tampao Fosfato 7,4 Sanguinea

Os DDS foram colocados na solu¢do tampao HCl a pH 2, durante 2h. Seguidamente, foram
filtrados e empregues na solucao tampao fosfato com pH a 6,6 durante outras 2 h. Por fim, estes
foram novamente filtrados e submetidos noutra solu¢do tampao fosfato com um pH um pouco

mais elevado (7,4) durante outras 2 h, concluindo desta forma o ensaio (Gonza, 2002).
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3.2.4.3 Aplicacoes dérmicas

No desenvolvimento de DDS para fins dérmicos, foram utilizados dois tipos distintos de fibras,
uma branqueada, de Eucalyptus, e outra ndo branqueada, de Picea abies, dependente da

quantidade de lenhina presente na sua constituigao.

3.2.4.3.1 Matrizes 3D de celulose

7

De forma a formular um DDS dérmico, é necessario inicialmente preparar, desenvolver e

otimizar as matrizes 3D celulbsica das fibras de interesse.
3.2.4.3.1.1 Pastas de celulose

Neste trabalho, foram utilizadas duas pastas industriais de Eucalipto kraft branqueada e Picea
abies nao branqueada, sem terem sofrido anteriormente nenhum processo de secagem e sem a

presenca de cloro total na sua constituicao.

Estas pastas de Eucalipto foram fornecidas por um fabricante portugués de papel tissue com a
finalidade de serem empregues na producao, com posterior caracterizacao, de diversos produtos

para fins dérmicos.
3.2.4.3.1.2 Desintegracao das pastas de celulose

De forma a produzir estruturas fibrosas em malha, as diversas pastas de celulose diferenciadas
(30 g) foram previamente desintegradas a 30000 revolucgées, segundo a norma de desintegragao
ISO 5263/1 (Anexo C1), através de um desintegrador apresentando as caracteristicas referidas

na norma.
3.2.4.3.1.3 Homogeneizacao das fibras de celulose

Posteriormente, sdo adicionados 6 litros de H.O desmineralizada a suspensdo fibrosa obtida
apo6s desintegracao, consisténcia de 0,34% (m/m) para a pasta branqueada e consisténcia de
0,33% (m/m) para a pasta nao branqueada, seguindo a norma TAPPI 240 om-88 (Anexo C4).
Seguidamente, a suspensao fibrosa foi colocada em agitacdo, num agitador pro pas, a 3000 rpm,
segundo a norma de preparacdo de estruturas/folhas de laboratério para ensaios de

caracterizac¢io ISO 5269/1 (Anexo C2).
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3.2.4.3.1.4 Obtencao de estruturas de fibras de celulose em malha

As estruturas foram obtidas em discos com uma gramagem de 60 g/m2, sujeitas ao processo de

prensagem, de forma a retirar o maximo de agua possivel, de acordo com a norma ISO 5269/1.

Posteriormente, as estruturas em malha sofreram uma secagem, sob tensao, num laboratério

especializado com temperatura (22 °C) e humidade (50%) controladas, segundo a norma ISO

5269/1.
3.2.4.3.1.5 Refinacao das pastas de celulose

Por fim, de forma avaliar a influéncia da refinacdo nas diversas estruturas em malha, estas
foram refinadas a diversas revolucées, utilizando um refinador PFI-mill: (1) 2500 revolucées,
(2) 4500 revolucoes e (3) 7500 revolugoes, com propriedades especificas como descrito na
norma ISO 5264-2:2011 (Anexo C5). Posteriormente, foram produzidas estruturas com estas

suspensoes fibrosas refinadas, com o mesmo método mencionado no subcapitulo 3.2.4.3.1.4.

As diversas amostras de celulose refinadas foram caracterizadas de modo a realizar um estudo
comparativo entre elas, com o intuito de estudar a influéncia da refinacdo nas diversas

caracteristicas presentes nas fibras de celulose, de acordo com a norma ISO 534.
3.2.4.3.2 Producio de um 6leo incorporado com canabinoéides

Nesta etapa foi realizada a producao de diversos 6leos incorporados com os canabinoides
presentes de duas amostras de Cannabis com o intuito de serem utilizados na formulacao dos
DDS dérmicos, bem como, estudar a incorporacdo destes canabinéides em Oleos alimentares.
Para tal, recorreu-se a dois processos distintos, um processo inicial, Processo de
Descarboxilacao, e posteriormente a um processo de incorporacdo dos canabindides no 6leo de

interesse, Processo de Incorporacao.
3.2.4.3.2.1 Processo de descarboxilacao

Primeiramente, os cadinhos foram pré-aquecidos num forno, a uma temperatura de 150°C
durante 30 minutos, até atingirem uma massa constante, retirando restos de H,O retidos nestes
de modo a ndo influenciar futuras pesagens. Posto isto, as amostras de Cannabis foram
previamente moidas, pesadas e aquecidas no forno a uma temperatura compreendida entre
120-140°C. Cada amostra foi retirada do forno apés 2 h e inserida num exsicador, de modo
arrefecer totalmente, antes de ser pesado de modo a calcular o rendimento final obtido (Anexo

D) (Moreno, Dyer, & Tallon, 2020).
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Figura 3.5 — Esquema representativo da metodologia utilizada no processo de descarboxilacao.

3.2.4.3.2.2 Processo de incorporacao

Apébs arrefecimento das amostras pods-descarboxiladas, estas foram pesadas e calculado o
rendimento final e a quantidade de 6leo a incorporar em cada amostra de modo obter um Ratio
compreendido entre 20-40. Apos pesagem do 6leo, este foi incorporado na respetiva amostra
descarboxilada e colocado num banho-maria a 70°C durante 2 h. Por fim, o 6leo final foi

colocado num exsicador até arrefecimento total.

m (mg) Matéria Organica

Ratio (20 — 40) = (3.1)

m (g) Oleo Incorporado

Equacdo do cdlculo do Ratio na preparacgdo dos 6leos infundidos.

3.2.5 Teor de Matéria Seca

O teor de matéria seca (TMS) de uma amostra aplica-se a quantidade de material seco existente
em amostras himidas sujeitas a aquecimento em condicoes controladas de laboratorio,

eliminado desta forma toda a 4gua possivel.

Desta forma, de modo a determinar o TMS dos varios materiais utilizados ao longo do estudo,
colocou-se uma quantidade de amostra numa balanga de infravermelhos marca Mettler, modelo
LJ16 Moisture Anayzer, seguindo a norma ISO 5263. A tabela 3.2 mostra os valores obtidos dos
TMS dos diversos materiais utilizados ao longo do estudo, bem como, o tempo utilizado para as

suas determinacgGes.
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Tabela 3.2 — Valores de TMS obtidos para diversos materiais ao longo do estudo.

Materiais Tempo (min) TMS (%)
Caule 60 90,20%
Sementes de Canhamo 60 97,70%
S @ e
Pasta de Colose o oo
Pasta de Celulose Niao 60 93,00%

Branqueada

3.2.6 Caracterizacao

Apbs obtencdo das fibras de Cannabis e dos diversos o6leos incorporados, estes foram

caracterizados através de diversos processos.
3.2.6.1 Analise morfologica das fibras de Cannabis

A caracteriza¢ao morfologica das fibras de Cannabis, obtidas pelo processo alcalino foi realizada
através de dois métodos de microscopia: Microscopia Otica e Microscopia Eletréonica de

Varrimento.
3.2.6.1.1 Microscopia Otica

A contagem, caracterizacdo morfolégica e as dimensdes correspondentes das fibras de
Cannabis foram investigadas utilizando o programa LARSX, acoplado ao Microscopio Otico.
Esta metodologia representa um processo simples e acessivel, apresentando uma resolucao
adequada face a amostra analisar. Apos secagem das fibras na estufa, estas foram colocadas
entre lamina e lamela de modo a conferir a fixacdo das mesmas, e posterior analise através do
programa LARSX. Foram analisadas propriedades como o ntimero de fibras presentes, e as

dimensdes de comprimento e largura das fibras e da sua parede celular.
3.2.6.1.2 Microscopia Eletréonica de Varrimento

De forma obter imagens de maior definigdo das fibras de Cannabis, o método de Microscopia
Eletrénica de Varrimento (SEM), marca Hitachi (T6quio, Japao), modelo S-2700, do
Laboratoério Otico, da Faculdade de Ciéncias, da Universidade da Beira Interior, foi realizado. O
SEM beneficia de uma grande profundidade de campo, pelo que, a maioria da superficie da
amostra se encontra simultaneamente em foco, independentemente da rugosidade da

superficie.
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Ao contrario do SEM, os microscopios 6ticos dispoem uma profundidade de campo muito
pequena, onde a qualidade da imagem se encontra altamente dependente da rugosidade da
superficie da amostra (Vernon-Parry, 2000). Tendo em conta a rugosidade da superficie das
fibras de Cannabis, o SEM demonstrou ser um método facultativo e conveniente na obtencao

de imagens de elevada resolugio.

As amostras foram colocadas sobre um suporte de aluminio, utilizando uma fita adesiva de lado
duplo. De seguida, as amostras foram cobertas de ouro usando um Sputter Quorum Q 15 OR ES
(Quorum Technologies, Reino Unido) e analisadas no SEM S2700 (Hitachi, Téquio, Japao),

operando a +20 kV e em diferentes amplificacoes.
3.2.6.2 Analise FTIR-ATR

De modo a caracterizar, identificar e quantificar os diversos 6leos incorporados com os
canabinbides, bem como as diversas amostras em estudo, utilizou-se a técnica de reflexao total
atenuada (ATR) acoplada ao FTIR, marca Thermo-Nicolet IS10. O FTIR-ATR permite obter uma
analise direta da superficie das amostras através da analise do espectro obtido da interagdo dos

raios infravermelhos com a superficie da amostra.

Os espectros foram obtidos obedecendo as condigbes presentes na Tabela 3.3, onde
posteriormente recorreu-se a um estudo comparativo entre eles. Posto isto, os espectros foram
analisados nas diversas zonas espectroscopicas referentes a cada canabindide em estudo (Tabela

3-4).

Tabela 3.3— Caracteristicas empregues na técnica FTIR-ATR.

Caracteristicas FTIR-ATR

N° de Scans 32
Resolucio 4cm™
Comprimento de Onda 800 - 4000 cm™?

Tabela 3.4 — Zonas espectroscopicas dos diversos canabinoéides (adaptado de (Cirrincione et al., 2021)).

Canabinoide Banda FTIR-ATR
CBD 3085 - 3060 cm™
CBDA 982 -959 cm™
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3.2.6.3 Espectroscopia de Raio-X por dispersao em energia

Relativamente a caracterizacdo quimica a nivel elementar utilizou-se o método de
espectroscopia de Raio-X por dispersdo em energia, o EDX, da Bruker 129 eV. Este técnica
refere-se a anélise, a nivel elementar, associada ao SEM, que permite determinar a presenca dos
diversos elementos presentes numa dada amostra e em que proporcoes (Scimeca, Bischetti,
Lamsira, Bonfiglio, & Bonanno, 2018). Posto isto, as sementes de cinhamo foram analisadas

utilizando o EDX de modo a identificar os diversos elementos presentes na sua constituicao.
3.2.7 Simulacao Computacional

No estudo, identificagdo e otimizacio da quantidade de fibras de Cannabis a utilizar na
elaboracdao dos DDS, de forma a obter uma proporcao ideal, bem como a analise destas fibras
quando conjugadas com outros tipos de fibras, foi utilizado um simulador, o Voxelfiber,
desenvolvido e validado por (Conceicdo, Curto, Simoes, & Portugal, 2010; J.M.R. Curto,
Conceicao, Portugal, & Simées, 2011) capaz de simular computacionalmente a rede celulésica

3D produzida por estas fibras, com sua programac¢do em MATLAB® versdo (R 2022a).

O simulador é baseado num autémato celular, no qual existe uma divisdo cartesiana celular,
fazendo com que cada fibra seja representada como uma sequéncia de voxéis, onde cada uma
ocupa um volume pré-estabelecido (Flavia P. Morais & Curto, 2022). Através deste simulador, é
possivel obter uma modelagem 3D das estruturas fibrosas produzidas por cada fibra individual,
ou conjugada, podendo manipular as diversas caracteristicas presentes nas fibras, das quais, os
seus comprimentos e larguras, a sua flexibilidade, espessura da parede da fibra, espessura do

lamen e sua resolucao (Flavia P. Morais, Carta, et al., 2020b, 2020a).
3.2.8 Analise Estatistica
Todos os dados obtidos ao longo do estudo, bem como as informac6es obtidas para cada

estrutura de fibra de celulose refinada em malha, foram analisadas e validadas utilizando o

programa Microsoft Office Excel 2016.
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Capitulo 1V

Resultados e Discussao
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4.Resultados e Discussao

No presente capitulo serdo apresentados e discutidos, inicialmente, os resultados obtidos da
caracterizacdo do 6leo e das fibras de Cannabis obtidos por processos distintos. Também sera
demonstrada uma abordagem experimental e computacional para o design, desenvolvimento e
otimizacdo de DDS com diferentes propostas de aplicagcdo. A Figura 4.1 apresenta um esquema

da metodologia realizada com os resultados apresentados em cada etapa.

Na Figura 4.1 é evidenciado os diversos métodos aplicados no desenvolvimento dos DDS e dos

6leos de interesse, bem como as diversas informaces obtidas ao longo de cada etapa do estudo.

Deslenhificacio das Produgio Encapsulagio do Anilise da estrutura
fibras de Cannabis a computacional da extrato de cannabis na e conformidade dos
P‘"i-_" do método rede celulésica rede celulésica diversos DDS apés
alcalino. produzida pelas produzida a partir das eontacto comas,
fibras de Cannabis. fibras de Cannabis, diversas solugdes de
»  Obtencio do 6leo de NFC e CMC. pHs distintos.
cannabis apés 6
ciclos de CryoMill. »  Encapsulagio do 6leo »  Estudoda
de Cannabis como estabilidade de cada
substancia ativa no DDS incorporado
interior dos DDS. com seus respetivos

constituintes.

]

Figura 4.1 — Esquema das diversas metodologias aplicadas ao longo do estudo e informacoes relativas a
cada etapa efetuada.
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4.1. Obtencao e caracterizacao do 6leo de Cannabis

4.1.1. Processo de crio-moagem

De forma a produzir os diversos DDS de interesse, inicialmente foi necessario a obtencdo do
6leo de Cannabis. Para tal, foram comercialmente obtidas sementes de canhamo e
posteriormente realizado 6 ciclos de CryoMill® atendendo as diversas caracteristicas empregues

por esta técnica (Figura 4.2).

o)

‘ CryoMill®

T t+ Tempo de T t .
3 objetos de dzn;&e;‘;[ér?. Massa da moagem - 6 dznéﬁ)e;ga‘eumr? Frequenma_da
moagem amostra - 10g ciclosde 10 moag{_?m
.___ .___ —20°C .___ .___ e | (0-=20)C 250z

Figura 4.2 — Caracteristicas utilizadas nas sementes de cinhamo provenientes da técnica CryoMill®.

Ao longo dos diversos ciclos de moagem foram verificadas diferencas na textura do 6leo de
Cannabis, indicando desta forma uma proporcionalidade direta entre a quantidade de ciclos
efetuados no CryoMill® e a textura do 6leo obtido. Esta técnica implica uma moagem a baixas
temperaturas evitando deste modo variacoes de temperatura da amostra durante o processo de

moagem, preservando deste modo a constituicdo das sementes de canhamo (Harman, 1956).

Na Figura 4.3 estad esquematizado todos os ciclos realizados, evidenciando as notaveis diferencas

de textura do 6leo de Cannabis ao longo de todo o processo de moagem.
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-

1 ciclo de 10 min 2 ciclos de 10 min 4 ciclos de 10 min
f=25Hz f=25Hz f=25Hz

6 ciclos de 10 min 5 ciclos de 10 min
f=25Hz f=25Hz

Figura 4.3 — Esquema dos diversos ciclos CryoMill® realizados em sementes de cAinhamo.

4.1.2. EDX das sementes de canhamo

Adicionalmente, as sementes de canhamo foram submetidas a técnica EDX a fim de analisar a
sua constitui¢do elementar, através do estudo e quantificacdo dos elementos quimicos também

presentes.

As sementes de canhamo apresentam na sua constituicdo inimeros elementos quimicos
caracteristicos de produtos alimentares, dos quais, carbono (C), oxigénio (O), potassio (K),
enxofre (S), fosforo (P) e magnésio (Mg). Apesar de estas sementes terem sido comercialmente
obtidas, apresentando um rétulo BIO (Figura 3.1), pretendeu-se através do EDX analisar a
constituicao elementar das sementes de canhamos crio-moidas, e desta forma provar que as

mesmas nao apresentam nenhuma taxa de impurezas.

Através do espectro EDX (Figura 4.4) é possivel concluir a existéncia de todos os elementos
quimicos caracteristicos das sementes de cidnhamo sem a presenca de nenhuma taxa de
impureza. O pico referente ao atomo de azoto (N) deve-se ao processo de crio-moagem que as

sementes de cdinhamo foram sujeitas.
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Figura 4.4 — Imagem SEM (esquerda) e espectro de anélise EDX (direita) das sementes de cinhamo crio-
moidas.

4.2. Obtencao e caracterizacao das fibras de Cannabis a

partir do Processo Alcalino

Nesta etapa foram obtidas e caracterizadas as fibras de Cannabis, a partir dos caules, usando o
Processo Alcalino como meio de obtencao. Este processo é subdividido em duas etapas: (1) uma
etapa inicial com a finalidade de eliminar a lenhina presente nos caules e desta forma
deslenhificar as fibras de Cannabis, processo de cozimento, e (2) uma etapa final utilizando um
branqueador de forma a branquear as fibras de Cannabis e eliminar residuos de lenhina

presentes nestas, processo de branqueamento (Figura 4.5).

Processo de cozimento Filtragem e lavagem das Processo de deslignificacao/
caules através de corte alcalino utilizando uma fibras de Cannabis, branqueamento das fibras de
solugiio de NaOH 3M a 80°C utilizando 2 ciclos de lavagem Cannabis utilizando H,0,
durante zh com #agua destilada a 40°C

Figura 4.5 — Esquema ilustrativo das diversas etapas empregues na obtencao das fibras de Cannabis.
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4.2.1. Caracterizacio das fibras de Cannabis por Microscopia Otica

Apoés a secagem total das fibras de Cannabis, estas foram analisadas através da técnica de
Microscopia Otica acoplada ao programa LARSX. Este programa tem como finalidade a
obtencdo de imagens das fibras de Cannabis com uma resolu¢do adequada, face a amostra a
analisar, com posterior analise do ntimero de fibras, medicio dos seus comprimentos e

diametros, bem como a medicao da largura da parede celular de cada fibra.

No total, foram analisadas individualmente cerca de 114 fibras de modo obter uma anélise
completa da lamina (Figura 4.6). Diversas medi¢oes dos niimeros, comprimentos e diametros
das fibras foram realizadas de modo a proporcionar o desenvolvimento de um histograma
(Figura 4.7) relacionado o namero médio de fibras e os seus respetivos didmetros, com o intuito
de inferir sobre a eficacia do método de deslenhificacao das fibras obtidas através do Processo

Alcalino.

Os resultados indicaram que 22% da populagio de fibras apresentaram didmetros superiores a
40 um, 29% didmetros entre 20 e 40 um, 43% entre 10 e 20 um, e por fim 6% inferiores a 10
um. Destes dados conclui-se que a maioria das fibras de Cannabis analisadas (cerca de 50
fibras, das 114 analisadas) apresentam um didmetro compreendido entre 10-20 um,
demonstrando desta forma um tamanho reduzido, indicativo da eficicia da deslenhificacao das

fibras através do Processo Alcalino.
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24,157 ym

100 pm

Figura 4.6 — Imagens microscopicas das fibras de Cannabis obtidas através do processo alcalino. Foram
utilizadas 2 o6ticas distintas de modo obter imagens diferenciadas e objetivas: 10x nas primeiras seis
imagens e Otica 40x nas restantes.
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Figura 4.7 — Histograma relacionando os didmetros médios das fibras de Cannabis observadas
microscopicamente, com o namero médio de fibras analisadas. No total, foram analisadas 114 fibras ao
longo de toda a 1amina.
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4.2.2. Caracterizacao das fibras de Cannabis por SEM

O SEM foi utilizado de modo obter imagens das fibras de Cannabis, com uma maior resolugio
em comparacdo com a técnica de Microscopia Otica, estando totalmente independentes da
rugosidade da superficie da amostra em anélise (Vernon-Parry, 2000). Através desta técnica foi
possivel obter imagens de elevada resolucao das fibras de Cannabis (Figura 4.8), nas quais é
visivel a morfologia das fibras em detalhe. Através de uma anélise individual de cada imagem
obtida das fibras de Cannabis por este método, é notével o sucesso do Processo Alcalino, na
deslenhifica¢do destas fibras, obtendo imagens claras de 6tima resolucdo de fibras de Cannabis

de reduzido tamanho.

—20um |

Figura 4.8 — Imagens SEM das fibras de Cannabis obtidas através do processo alcalino, com ampliacdo
de 30x (a), 50x (b), 100x (c) e 1000x (d).
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4.3. Desenvolvimento de DDS inovadores

A Figura 4.9 apresenta o esquema dos DDS desenvolvidos no presente estudo, consoante a sua

area final de aplicabilidade.

Desenvolvimento de

DDS Inovadores
DDS de suplementos DDS para aplicacoes PR
alimentares terapéuticas orais DDS para fins dérmicos
Cépsula vegetal de Alginato + CMC + CNF + Fibras de eucalipto +
hidroxipropilmetilcelulose Fibras de Cannabis + Fibras de Cannabis + Oleo
+ Oleo de Cannabis Extrato/Oleo de Cannabis incorporado com CBD

Figura 4.9 — Esquema ilustrativo da constituicao dos diversos DDS inovadores produzidos.

4.3.1. DDS de suplementos alimentares

As sementes de cinhamo contém grandes quantidades de nutrientes, proteinas, fibras, minerais
e acidos gordos insaturados, o que as torna um bom componente fortificante numa dieta
alimentar (Teterycz, Sobota, Przygodzka, & Lysakowska, 2021). Desta forma, a incorporacdo
destas sementes na alimentacdo torna-se um importante fator. Contudo, diversas patologias
dificultam a introducao destas sementes na alimentacao, dos quais, a dispepsia, descrita como a
sensacao de ardor, dor e desconforto na parte superior do abdémen, normalmente associado a
pacientes que apresentem problemas de digestdo (Overland, 2014), e a doenca do refluxo
gastroesofigico, que consiste na passagem do contetido gastrico para o eséfago, causando dor e

inflamacao constante da parede do es6fago (Kellerman & Kintanar, 2017).

Atendendo a estas circunstincias patolégicas, foram produzidos DDS de suplementos
alimentares contendo o 6leo de Cannabis, laboratorialmente obtido, com a finalidade de serem
facilmente ingeridos, sem provocar nem agravar nenhuma possivel patologia existente, e deste

modo serem totalmente absorvidos os constituintes presentes nas sementes de cdnhamo.
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No desenvolvimento destes DDS foram utilizados dois constituintes principais, o 6leo de
Cannabis, laboratorialmente obtido como descrito no subcapitulo 4.1, e uma capsula vegetal de
hidroxipropilmetilcelulose, de pequenas dimensodes, facilmente ingerivel. O DDS foi elaborado
através da introdugdo do 6leo de Cannabis, obtido apds 6 ciclos no CryoMill®, na capsula
vegetal. De referir que as fibras de Cannabis poderiam ser incorporadas nestes DDS a fim de
produzir uma rede celulésica 3D com a capacidade de reter e libertar retardada e

prolongadamente o 6leo de Cannabis.
4.3.2. DDS para aplicacoes terapéuticas orais

Nesta etapa foram elaborados diversos DDS para aplicacGes terapéuticas orais incorporados

com a molécula ativa CBD, presente no extrato de Cannabis, como sua substéncia terapéutica.

Estes DDS administrados por via oral especificos para atuagao no c6lon, surgiram como um dos
principais métodos terapéuticos inovadores no combate a doenca inflamatéria do intestino
(Kotla et al., 2019). Uma vez que a molécula CBD apresenta elevadas propriedades anti-
inflamatérias e antioxidantes (Franco & Perucca, 2019; Pellati et al., 2018), surgiu a hipotese do
uso desta molécula como substancia terapéutica retida no interior dos DDS de forma a combater
a doenca inflamatéria do intestino ou outras patologias responséaveis pela inflamacdo do

intestino.

Foram formulados diversos DDS distintos apresentando diversas proporcdes e constituintes
(Tabela 4.1) de forma a realizar uma analise comparativa estrutural entre eles. Foram também
elaborados dois DDS contendo o 6leo de Cannabis como substéncia ativa, invés do extrato de
Cannabis, de forma a estudar a eficicia do encapsulamento deste 6leo no interior da rede

celulosica produzida pelos DDS. Pela observacao geral dos DDS, conclui-se o seguinte:

» A producio dos DDS esféricos foi eficaz;

» A incorporacao e retencao do extrato e 6leo de Cannabis na rede 3D foi eficaz, devido a
coloracao final de cada DDS produzido;

> A produc@o de uma rede celulésica a partir das fibras de Cannabis, CMC e NFC foi
conseguida;

» A coloracdo dos DDS 2:1:1 foi distinta comparativamente com os restantes DDS
incorporados com extrato de Cannabis, uma vez que estes apresentam uma menor
proporc¢ao de CMC e, consequentemente, uma coloragdo mais acentuada;

» Foram encontradas diferengas nas dimensées entre os DDS 2:2:1 contendo fibras de
Cannabis e os DDS 2:2:1 sem as fibras de Cannabis incorporadas;

» A produgido de alguns DDS nao esféricos foi também observavel no caso dos DDS
2:2:0,5 em comparacdo aos DDS 2:2:0,1, devido a maior proporcio de o6leo de

Cannabis, o que dificultou a pipetagem da formulacao final na soluc¢io de CaCl..
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Tabela 4.1 — Descricdo dos diversos DDS elaborados no estudo. As proporcoes foram realizadas em
termos de massa (Alg — Alginato, CMC — Carboximetilcelulose, FC — Fibras de Cannabis, NFC — Nano
celulose).

DDS Formulados
Proporciao Constituintes Imagens
2:1:1 Alg, CMC e Extrato de Cannabis
2:2:1 Alg, CMC e Extrato de Cannabis
2:2:1 Alg, (CMC, FC, NFC) e Extrato de Cannabis
2:2:0,1 Alg, CMC e Oleo de Cannabis
2:2:0,5 Alg, CMC e Oleo de Cannabis
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Para o desenvolvimento destes DDS, a otimizacdo dos constituintes incorporados na matriz 3D
celulosica é essencial para a terapéutica especifica a utilizar. Comparativamente com os
restantes, o DDS 2:1:1 apresenta uma maior tonalidade devido & menor propor¢ao de CMC no
seu interior. Assim, a dosagem do extrato de Cannabis a utilizar pode também ser otimizada
para diversas linhas de aplicacdo, com as respetivas folhas que contém proporcoes de CBD e
THC requeridas. Adicionalmente, as etapas de producao e desenvolvimento dos DDS podem
também ser otimizadas, como o processo de ultrassonificacdo, que permitem a combinacao e o
controlo das substincias ativas a serem encapsuladas, potenciando o efeito terapéutico

desejado.

Através de um estudo proveniente de (Almeida, 2020), existem no mercado inimeros farmacos
contendo doses de CBD, utilizados em diversas patologias ou terapias. Através da juncdo de um
desses farmacos no DDS, sera possivel potenciar o efeito terapéutico da substancia ativa e deste
modo despoletar um maior ntimero ou taxa de eficicia terapéutica. Um exemplo para o design
de novos DDS combinados é a encapsulagdo de medicamentos que ajudam a induzir o sono,
como o Cannabidiol Dormibidiol® (Laboratérios Tego) que contém cerca de 10 mg de CBD em
cada cipsula. Este medicamento pode sofrer ainda um processo de crio-moagem reduzindo o
seu tamanho. A incorporacio pode ser realizada com 10% deste Cannabidiol Dormibidiol®
modificado, contendo 1 mg de CBD, em 45 g de CMC através do método de ultrassonificacao.
Posteriormente, esta solu¢do homogeneizada é adicionada ao agente de reticulagio alginato (45
g), de forma a desenvolver um DDS constituido com 10% da substancia ativa, potenciando o

efeito terapéutico.

Muiltiplas combinacGes sdo possiveis de serem otimizadas utilizando varios constituintes da
planta de Cannabis, aumentando os efeitos terapéuticos desejados. O design de DDS pode
evidenciar (1) os efeitos nutricionais das sementes de Cannabis; (2) os efeitos terapéuticos da
molécula ativa CBD, na sua forma biologicamente ativa, descarboxilada, ou neutra através de
sua crio-moagem; e ainda (3) a conjugacido dos efeitos terapéuticos da molécula CBD com os

efeitos produzidos pelo Cannabidiol Dormibidiol®.

Na Tabela 4.2 encontram-se referenciados possiveis conjugagdes na formulagdo de diversos
DDS, para diversas areas de interesse, tendo em conta diversas caracteristicas, das quais: (1) a
proporc¢ao de cada constituinte a utilizar; (2) a concentracao de alginato a utilizar, podendo
otimizar a conformidade e estrutura do DDS controlando deste modo a sua estabilidade,
estando este diretamente relacionado com a libertagdo controlada e retardada das substancia
ativas presentes na interior da rede 3D; (3) as diversas fibras conjugadas entre si de forma a
produzir uma rede celulosica, controlando e otimizando as suas diversas propriedades, das
quais, comprimento e largura, porosidade, flexibilidade e espessura da sua parede; (4) a
presenca de uma ou varias substincias ativas encapsuladas no interior da rede celuldsica de

forma a produzir e potenciar os efeitos terapéuticos e farmacologicos.
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De referir ainda que o processo de ultrassonificaciao é previamente utilizado de modo a obter

estas possiveis formulacbes, promovendo uma homogeneizacio 6tima no desenvolvimento dos

diversos DDS.

Tabela 4.2 - Possiveis conjugacoes dos constituintes empregues na formulagdo de DDS inovadores para

diversas areas de interesse.

Proporcio Concentraciao Matriz 3D Substiancias Area de
pore de Alginato Celulésica Ativas Interesse
50% Oleo de
Fibras d Cannabis
ibras de .
1 2:1:1 0,3% (m/v) Cannabis e NFC 50% sementes de Alimentar
Cannabis crio-
moidas
30% Flor CBD
descarboxilada
Fibras de 20% Flor CBD nao
2 2:1:1 0,5% (m/v) Cannabis, NFC e descarboxilada Terapéutica
CMC 50% Farmaco
Cannabidiol
Dormibidiol®
. 50% Oleo de
Flbr?ls d‘? Cannabis L
3 2:2:1 0,5% (m/v) Cannabis e fibras o Dérmica
de Eucalyptus 50% Flor CBD
descarboxilada
10% Farmaco
_ Cannabidiol
F1bra}s de Dormibidiol®
4 2:2:1 0,3% (m/v) C('ﬁngsgﬁ’ygz‘ss 85% Flor CBD Terapéutica
NFC e CMC ’ descarboxilada
5% Flor CBD nao
descarboxilada
50% Sementes de
Cannabis crio-
Fibras de moidas
5 3:2:1 0,5% (m/v) gg'ﬁaczlg/’;tzga: 40% Flor CBD Alimentar
CMC descarboxilada
10% Oleo de
Cannabis

4.3.2.1. Analise estrutural dos diversos DDS

A analise estrutural dos diversos DDS poliméricos foi realizada com o intuito de compreender o

comportamento de cada DDS apds serem submetidos nas diversas solucées com pH especifico,

durante todo o ensaio. Para tal, foram preparados e realizados diversos ensaios de modo a

proporcionar ambientes com pH equiparaveis aos in vivo.
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Os ensaios foram realizados num tempo suficiente para a substancia ativa presente (CBD)
demonstrar efeito terapéutico (6h), sendo divididos em trés etapas: (1) os DDS foram suspensos
durante 2h numa solucao de HCI, pH = 2, mimetizando a entrada dos DDS no estémago, (2) os
DDS foram filtrados e colocados, durante outras 2h, numa solu¢do tampao fosfato com pH =
6,6, mimetizando a passagem para o duodeno, e por fim (3) elevou-se o pH do meio para 7,4
mimetizando o pH da corrente sanguinea, onde os DDS se localizardo com destino ao intestino

delgado.

Foram anotadas as diversas diferenciacoes visualizadas a cada 30 minutos do ensaio, nas

diversas solugoes.
4.3.2.1.1. DDS incorporados com extrato de Cannabis

As Figuras 4.10 a 4.12 apresentam os trés DDS poliméricos produzidos incorporados com

extrato de Cannabis, como sua substéncia ativa, ao longo do ensaio.

Através da visualizacao dos DDS desenvolvidos, é notavel a diferenca exercida pela presenca das
fibras de Cannabis e NFC na constitui¢do interna do DDS em comparacdo com os restantes. A
incorporagdo destas fibras no DDS poténcia a estabilidade, conformacao e estruturagio da rede
celulbsica produzida no seu interior, aumentando desta forma a sua resisténcia interna, inibindo
assim a sua degradacio ao longo de todo o estudo estrutural. Os DDS com apenas CMC como
rede 3D mostraram uma baixa redugio na sua estabilidade devido a perda acentuada no niimero
de DDS esféricos quando submetidos a solu¢do tampao fosfato pH = 7,4. As proporgdes
utilizadas nos estudos também apresentaram grande influéncia na estrutura dos DDS. Os DDS
2:1:1 apresentaram uma coloracdo mais acentuada devido & menor quantidade de fibras no seu
interior, em comparagdo com os restantes. De forma geral, os DDS apresentam algumas
semelhancas ao longo do ensaio, tal como a coloracdo apresentada, foi verificada uma
diminuicao acentuada na coloracdo dos DDS apo6s serem submetidos a solucdo HCI. Esta
evidéncia deve-se ao facto de que em pH baixos, a camada de gel produzida pelo alginato é
modificada devido a conversdo deste em acido alginico (Tennesen & Karlsen, 2002). No caso da
exposicao a pH mais altos ocorre um aumento da porosidade dos DDS uma vez que o acido
alginico se transforma gradualmente num sal mais solivel (Tgnnesen & Karlsen, 2002),
promovendo a libertacdo da substéancia ativa presente na rede 3D e a degradagdo gradual dos
DDS. Este fundamento é confirmado pela observacdo da diminuicao acentuada da coloracdo e
conformidade dos DDS a medida que estes sdo sujeites a solucées com um pH mais elevado,
demonstrando deste modo a ocorréncia da libertacdo das substancias ativas presentes no

interior da rede celul6sica destes DDS poliméricos.
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DDS 2:1:1
DDS apés a sua formulagao DDS apés 2 h na solugao HCI DDS apés 2 h na solu¢ao
pH=2 tampao fosfato pH = 6,6

Figura 4.10 — Estudo estrutural dos DDS 2:1:1 ap6s serem submetidos a diversas solugdoes com pH
diferenciado.

DDS 2:2:1

DDS apés a sua formulacdo DDS apés 2 h na solugao HCI DDS apés 2 h na solugao
pH=2 tampao fosfato pH = 6,6

Figura 4.11 — Estudo estrutural dos DDS 2:2:1 ap6s serem submetidos a diversas solucdoes com pH

diferenciado.
DDS 2:2:1 ¢/ FC e NFC
DDS apés a sua DDS ap6s 2 h na solugao DDS apés 2 h na solucdo DDS no final do ensaio,
formulacdo HClIpH =2 tampao fosfato pH = 6,6 apos 2 h na solu¢io

tampao fosfato pH = 7,4

Figura 4.12 — Estudo estrutural dos DDS 2:2:1, contendo fibras de Cannabis (FC) e NFC na sua
constituicdo, apds serem submetidos a diversas solugées com pH diferenciado.
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4.3.2.1.2. DDS incorporados com 6leo de Cannabis

As Figuras 4.13 e 4.14 apresentam os DDS incorporados com o 6leo de Cannabis, como

substancia ativa.

Através de varios ciclos de ultrassonificacao, foi possivel obter a jun¢do do 6leo de Cannabis no
interior da rede celulésica, onde este se encontra na forma de micelas lipidicas (Torchilin,
2004). Foi procedido a um estudo estrutural dos diversos DDS contendo o 6leo de Cannabis na
sua constituicio de modo a estudar a importancia das diferencas de proporgoes relativas a
quantidade de oleo a ser incorporada, bem como, o comportamento dos DDS quando
submetidos a diversas solucoes de pH diferenciados. Através de uma analise das diferencas
visualizadas pelos DDS ao longo do estudo cinético, concluiu-se que a incorporacao deste 6leo
na constituicdo dos DDS promove um aumento da sua resisténcia e conformidade, diminuindo,
assim, a sua degradacdo ao longo de todo o estudo estrutural. As diferencas de coloracao
também sao facilmente visiveis, demonstrando uma diminuicio acentuada da coloracao do DDS
2:2:0,1 no final do ensaio em comparacdo com o DDS 2:2:0,5. Esta facto deve-se a menor
quantidade de 6leo de Cannabis presente nos DDS. Em termos de estrutura, os DDS 2:2:0,5
apresentam alguns DDS esféricos mesmo apds o estudo estrutural, contrariamente ocorridos
nos restantes DDS formulados. Esta evidéncia é comprovada pela maior quantidade de 6leo de
Cannabis presente no interior destes DDS, conferindo uma elevada resisténcia para manter a
estrutura esférica dos DDS, mas ao mesmo tempo inibe a libertacao do 6leo da rede celulésica
3D.

DDS 2:2:0.1

DDS apés a sua DDS apbés 2 h na solu¢io DDS apb6s 2 h na solugao DDS no final do ensaio,
formulagao HCIpH =2 tampao fosfato pH = 6,6 apos 2 h na solucio
tampao fosfato pH = 7,4

Figura 4.13 — Estrutura dos DDS 2:2:0,1, contendo o 6leo de Cannabis como sua substincia ativa, ap6s
serem submetidos a diversas solugdes com pH diferenciado.
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DDS 2:2:0.5

DDS apés a sua DDS apos 2 h na solugao DDS apés 2 h na solucio DDS no final do ensaio,
formulacio HCI pH = 2 tampao fosfato pH = 6,6 apos 2 h na solu¢io
tampao fosfato pH = 7,4

Figura 4.14 — Estudo estrutural dos DDS 2:2:0,5, contendo o 6leo de Cannabis como sua substancia
ativa, ap0s serem submetidos a diversas solugdes com pH diferenciado.

4.3.3. DDS para aplicacoes dérmicas

Os materiais multi-estruturados podem ser utilizados no design e desenvolvimento de DDS para
aplicacoes dérmicas uma vez que cada camada pode ser otimizada para uma funcionalidade
especifica. Foram desenvolvidos laboratorialmente matrizes 3D de fibras branqueadas de
Eucalyptus globulus e ndo branqueadas de Picea abies (Figura 4.15a). Estas estruturas
caracterizam-se por apresentarem uma rede 3D de fibras aleatéria, uniforme e porosa,
permitindo que as substancias ativas fiquem retidas e se libertem prolongada e
controladamente, conseguindo assim, atingir efeitos terapéuticos pretendidos de forma rapida e
segura. Esta rede 3D pode ser utilizada como uma de trés camadas para o desenvolvimento
destes DDS.

Adicionalmente, estas fibras foram sujeitas a tratamentos mecanicos de refinacdo de 2500
revolugoes, 4500 revolucdes e 7500 revolugoes PFI-mill (Figura 4.15b), a fim de avaliar o efeito
do processo nas propriedades estruturais, e a sua viabilidade na otimizagdo de estruturas
fibrosas para aplicagbes dérmicas. Na finalidade de obter uma analise estatistica comparativa,
foram produzidas 10 estruturas para cada tipo de fibra refinada, com posterior medicdo de
diferentes propriedades estruturais como massa, gramagem, espessura, densidade e porosidade
(Anexo E). Os resultados indicaram que o aumento da refinacio exercida nas fibras de celulose
esta diretamente relacionado com a diminuicao da porosidade das estruturas, sendo esta uma
caracteristica de interesse na producido destes DDS dérmicos uma vez que as moléculas
terapéuticas ficam retidas na matriz 3D produzida, libertando-se controladamente. A refinacao
a 4500 revolucgdes foi considerada como a refinacao 6tima, uma vez que apresenta propriedades

estruturais requeridas para o desenvolvimento de DDS para aplicagdes dérmicas.
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Figura 4.15 - Imagens SEM das fibras de Picea abies nao-branqueadas sem refinacdo (a) e com refinacdo
de 7500 revolugoes PFI-mill (b), com uma amplia¢ao de 100x.

Outras possibilidades sdo a utilizacdo de matrizes 3D de fibras de nano celulose bacteriana
(BNC) e fibras de Cannabis. Nicu et al., 2021, modelaram computacionalmente uma matriz 3D
celulosica de BNC, como mostrado na Figura 4.16a. No presente estudo, a matriz 3D celulésica
de fibras de Cannabis foi modelada e otimizada computacionalmente, utilizando um simulador
de materiais fibrosos, Voxelfiber, em MATLAB® (Figura 4.16b). Os resultados indicaram que as
fibras de Cannabis produzem uma matriz celulésica 3D uniforme e estavel, com porosidade
otimizada, capaz de reter, no seu interior, e libertar controladamente moléculas ativas, com

aplicabilidade em DDS para fins dérmicos.

— (@) ®)

Figura 4.16 — Modelacao computacional da matriz celulésica 3D de fibras de BNC (a), adaptado de (Nicu
et al., 2021), e de fibras de Cannabis (b).
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Nos estudos de (Nicu et al., 2021; Rostamitabar et al., 2021) foram formulados e caracterizados
diferentes DDS para fins dérmicos, compostos por diversos constituintes, o que contribuiu para
a abordagem proposta neste capitulo do uso de sistemas multi-camada, cada uma com
funcionalidade especifica. Os trabalhos desenvolvidos na nossa unidade de investigacdo por
(J.M.R. Curto, 2012; Flavia P. Morais et al., 2019, 2021b, 2021a, 2021c; Flavia P. Morais &
Curto, 2022) demonstraram que a otimizacdo computacional de matrizes celulbsicas 3D é
crucial para o design e desenvolvimento de DDS dérmicos. As propriedades das fibras sao
modeladas com a finalidade de obter matrizes 3D com propriedades estruturais otimizadas,
como a porosidade e a dimensdo e distribuicdo dos poros, de forma que a migracdo das
moléculas ativas através do material seja eficiente. A Figura 4.17 apresenta uma esquematizagao
de um design para o desenvolvimento de sistemas dérmicos produzidos a partir de biomateriais
celulésicos com trés camadas diferenciadas. A camada exterior é caracterizada pelas
propriedades de elevada hidrofobicidade e elasticidade, a fim de inibir possiveis intera¢oes com
o meio envolvente e, consequentemente, a libertacdo das moléculas ativas presentes. A camada
intermédia pode apresentar uma rede 3D com porosidades compreendidas entre 33-63%
(Martins et al.,, 2018). A complexidade destes sistemas depende da irregularidade da
distribuicdo e da dimensao dos poros que varia numa ampla gama e nos caminhos tortuosos que
estes proporcionam para o fluxo das substancias ativas (Neumann, Machado Charry, Zojer, &
Schmidt, 2021). As moléculas retidas nesta camada necessitam de percorrer um caminho maior
que uma linha reta entre o sistema e o local ativo/ alvo. Por fim, a camada permanentemente em
contacto com a pele apresenta caracteristicas de elevada suavidade e relativa porosidade de

forma a permitir a deslocacao do farmaco até ao seu local de agdo, a derme.

Esta investigacio proporciona o desenvolvimento de DDS 100% sustentaveis, biocompativeis e
biodegradaveis contendo uma matriz 3D a base de Cannabis e outras fibras celulbsicas, e

encapsulando moléculas ativas terapéuticas CBD no seu interior.
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» Camada celuldsica exterior.

Fibras de nano celulose
de Cannabis (1-5%) e
celulose bacteriana
(0-0,1%)

» Camada hidrofébica com
propriedades barreira,
evitando a libertacao das
moléculas ativas para o
exterior.

» Camada celulésica intermédia,
local onde estao retidas os agentes
terapéuticos de interesse (CBD).

Fibras de Cannabis

(90-100%), Picea abies e

M/NFC

» Camada celuldsica caracterizada
por elevada porosidade de forma a
libertar, controladamente, o CBD
para a camada celulésica seguinte,
até chegar ao seu local de acao.

» Camada celulésica
permanentemente em

Fibras de Cannabis contacto com a pele.

Juncao de diversos tipos de fibras
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das moléculas ativas vindas
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Figura 4.17 — Esquema exemplificativo das trés camadas celulésicas que constituem os DDS para
aplicagbes dérmicas, otimizados por métodos computacionais. A camada exterior caracteriza-se por ter
reduzida porosidade, e propriedades barreira, obtida utilizando nano fibras de celulose vegetal, do caule de
Cannabis, ap6s nano fibrilagdo e celulose bacteriana (0-0,1%) enquanto as camadas intermédia e de
contacto com a pele se otimizam para obter a porosidade e suavidade pretendidas, utilizando para o efeito
a combinacdo ideal de fibras de Cannabis na escala micro (90-100%) e nano, na forma de micro/nano
fibrillated celulose (M/NFC), assim como percentagens estratégicas de fibras de Picea abies, e de
Eucalyptus globulus (adaptado de (Martins et al., 2018; Morais, Flavia P., Curto, 2022; F P Morais &
Curto, 2018; Flavia P. Morais & Curto, 2022; Flavia P. Morais, Simdes, et al., 2020; Saraiva et al., 2022)).

O processo de descarboxilagdo permite obter a molécula CBD com maior taxa terapéutica, como
referido na literatura (Booth et al., 2017; Rotherham & Harbison, 2011). Para aproveitar o seu
maior potencial, este agente terapéutico descarboxilado foi conjugado com diferentes 6leos,
obtidos laboratorialmente, e posteriormente incorporados nestes sistemas dérmicos,
potenciando desta forma as suas propriedades dérmicas (Santos et al., 2019). As formulacGes
6leos/CBD foram aplicados na matriz 3D de fibras a base de celulose (camada intermédia), por

adicao na suspensdo (bulk), bem como por aplicacio de uma camada de revestimento
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diretamente nas estruturas (por spray, por exemplo), ou através do uso de um instrumento que

provoca uma pressao direta do 6leo incorporado com CBD na cama intermédia celuldsica.

A partir de toda esta informacao, sera possivel a formulagdo de diversos DDS contendo uma
matriz 3D celuldsica incorporada com as diversas fibras de interesse, podendo desta forma,
manipular as caracteristicas morfologicas de cada camada celulésica e desta forma estudar,
analisar e otimizar a taxa de libertagdo do agente terapéutico retido na camada intermédia, bem

como o comportamento morfoldgico de cada camada dérmica individual.

4.3.3.1. Incorporacao dos canabindides em diversos 6leos de

interesse

Diferentes autores reportaram que a administracdo de preparados farmacéuticos de base
lipidica contendo Cannabis apresentam um potencial para aumentar substancialmente a
exposicdo a medicamentos a base de Cannabis administrados oralmente (Zgair et al., 2016).
Com base nos resultados deste estudo e com o objetivo de investigar esta técnica, foram
avaliados diversos 6leos incorporados com os canabindides provenientes de duas amostras de
Cannabis, a fim de formular diversos preparados lipidos contendo as propriedades

farmacologicas, terapéuticas e dérmicas presentes nos canabindides.

Foram produzidos, no total, cinco 6leos incorporados com canabindides provenientes de duas

amostras distintas de Cannabis (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Diversos 6leos utilizados no estudo. Os 6leos foram utilizados em conjunto com duas
amostras distintas de flor de Cannabis, A e B.

Diversos 6leos incorporados

Caracteristicas do d6leo Flor Area de interesse
Oleo de coco Amostra A Alimentar
Oleo de girassol Amostra A Alimentar
Oleo de coco e girassol, numa proporcao 1:1 Amostra A Alimentar
Oleo de coco Amostra B Dérmico
Oleo mineral Amostra B Dérmico

Todos os oOleos utilizados inicialmente foram obtidos comercialmente. Como referido
anteriormente, os processos de descarboxilagdo e incorporacdo foram realizados para obter

estes 6leos incorporados com canabindides.

Importante também referir, que seria possivel a incorporacao de ambas as amostras A e B, na
formulacdo dos 6leos incorporados. Através desta informacao, sera possivel a formulacao de

diversos 6leos incorporados utilizando diversas amostras de Cannabis conjugadas entre si. Na
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formulacdo destes oOleos de interesse, também serd possivel a manipulacio da
dosagem/quantidade de cada amostra de Cannabis a incorporar, podendo esta se encontrar na

sua forma descarboxilada ou natural.

O ratio de cada 6leo a ser incorporado na amostra de Cannabis pés-descarboxilada, no processo
de incorporacao, foi calculado de modo a obter um ratio final compreendido entre 20-40
mg/mL (Anexo F).

4.3.3.2. Caracterizacao dos diversos dleos produzidos por FTIR-
ATR

A técnica de FTIR-ATR foi utilizada para investigar a presenca de canabinodides no 6leo de
interesse. Foram obtidos os espectros FTIR-ATR para os diversos 0Oleos formulados. Os

espectros referentes a cada 6leo estao apresentados no Anexo G.

Os espectros dos 6leos alimentares e dérmicos foram comparados e analisados entre si de modo
obter um estudo comparativo entre estes. Adicionalmente, os resultados obtidos foram também
comparados com um espectro de referéncia proveniente de (Siano et al., 2019) (Figura 4.18),
bem como, nas zonas espectroscopicas referentes a cada canabinéide de interesse (CBD =

[3085-3060] cm; CBDA = [982-959] cm) (Cirrincione et al., 2021).

moisture lipid lipid protein carbohydrate

101
1171 S —

65 — seed
— oil

— flour
60

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 750

Figura 4.18 — Analise comparativa do espectro de trés produtos alimentares provenientes da Cannabis:
semente, 6leo e farinha. As regides espectrais dos macronutrientes estdo indicadas na figura (adaptado de
(Siano et al., 2019)).
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4.3.3.2.1. Oleos alimentares incorporados com canabinéides

provenientes da Amostra A da flor de Cannabis

Relativamente aos espectros correspondentes dos trés 6leos alimentares (Anexo G.1-G.3), todos
evidenciam a presenca das bandas caracteristicas dos macronutrientes: proteinas, carboidratos
e lipidos (Siano et al., 2018). Os resultados demonstraram a presenca de uma banda carbonilo
caracteristica na regido 1744 cm, bem como uma banda tipica na regiao 2700-3100 cm
caracterizada pela interacdo das ligagoes C-H (Siano et al.,, 2019). Como foram analisadas
amostras lipidicas, é visivel uma forte absorcdo nas regides descritas anteriormente,
principalmente para os oO0leos de coco e de coco e girassol numa proporcdo 1:1,
comparativamente com o 6leo de girassol. Através da técnica FTIR-ATR foi possivel evidenciar a
auséncia de uma banda caracterizada pelas ligacoes amina na regido 3280 cm* bem como uma
fraca absorcao na regido dos carboidratos, 1200-700 cm, tal como descrito na literatura (Siano
et al., 2019). Adicionalmente, os trés espectros apresentam similaridades entre si, uma vez que
demonstraram fortes absor¢des nas regides lipidicas e fracas absorcées na regido dos
carboidratos. Tanto o 6leo de coco alimentar como o 6leo de coco e girassol alimentar numa
proporcdo 1:1 apresentaram uma maior absorcdo na regido lipidica bem como uma menor

absorcao na regiao dos carboidratos.

Os espectros referentes aos dois canabindides de interesse, CBD e CBDA, foram analisados de
acordo com as suas regides especificas: CBD = [3085-3060] cm* e CBDA = [982-959] cm
(Anexo G.4-G.5) (Cirrincione et al., 2021). O 6leo de coco e girassol numa proporcao 1:1
demonstrou ser o melhor 6leo veicular, uma vez que este apresenta os maiores valores de
absorcdo nas regioes dos dois canabindides em estudo, revelando deste modo uma maior
afinidade com a amostra de Cannabis no processo de incorporagdo. Por outro lado, o dleo de
girassol alimentar apresenta uma menor afinidade com a amostra de Cannabis uma vez que este
apresenta baixos valores de absorcdo nas regidoes dos dois canabinéides. De referir ainda que os
trés 6leos apresentaram valores de absorcao significativos na regiao do CBDA, demonstrando a
existéncia de alguma taxa de CBDA que nao se converteu em CBD no processo de

descarboxilacdo.

4.3.3.2.2. Oleos dérmicos incorporados com canabinodides

provenientes da amostra B da flor de Cannabis

Ao contrario dos 6leos alimentares, os dois 6leos dérmicos analisados apresentam algumas
diferencas facilmente observaveis (Anexo G.6-G.7). Ambos apresentam uma banda tipica na
regido 2700-3100 cm, responsavel pela interacao das ligacbes C-H (Siano et al., 2019), sendo o
6leo de coco dérmico o que apresenta um maior pico de absorcao. Contudo, ambos Oleos
dérmicos demonstram a auséncia de uma banda significativa na regiao 1744 cm- caracterizada

pelo seu grupo carbonilo (Siano et al., 2019).
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Outra diferenca é a presenca de uma banda na regido das aminas proteicas e dos carboidratos
no 6leo mineral dérmico, o que nao foi visivel nas amostras de 6leos alimentares. Com este
resultado pode-se inferir diferencas encontradas no 6leo mineral dérmico, pelo que a técnica
FTIR-ATR ¢é util e viavel neste tipo de anélise. Contrariamente a este 6leo, o 6leo de coco
dérmico apresenta um espectro semelhante aos encontrados na literatura, apresentando fortes

picos de absorg¢ao na regido lipidica e baixos picos de absorcao na regiao dos carboidratos.

Os dois espectros dos 6leos dérmicos foram também comparados nas regides especificas a cada
canabinoéide de interesse (Anexo G.8-G.9). Considera-se que o 6leo mineral dérmico apresenta
uma maior afinidade com a amostra de Cannabis, uma vez que este apresenta maior absorc¢ao
nas duas regides em estudo comparativamente com o 6leo de coco dérmico. Contudo, o 6leo de
coco dérmico também apresenta valores de absorcao significativos nas duas regiées em estudo.
Tal como evidenciado nos 6leos alimentares, ambos os 6leos dérmicos também apresentam

alguma taxa de CBDA que nao foi convertida em CBD.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

O presente trabalho contribuiu para o design, desenvolvimento e otimizacdo de DDS inovadores
a base de Cannabis, para aplicacdes como (1) suplementos alimentares, (2) formulacoes orais e
(3) sistemas dérmicos. A empresa colaborativa neste projeto, a Canna Forest®, tem ao seu
dispor informacio relevante para o desenvolvimento de varias gamas de produtos, a base de

biocompostos e biomateriais de Cannabis, com aplicacdo em diversas areas de interesse.

Foi proposta e implementada uma metodologia experimental e computacional para produzir e
otimizar os DDS de (1) suplementos nutricionais com 6leo de Cannabis, (2) fibras de Cannabis e
CBD, e ainda (3) diferentes fibras celulosicas, incluindo fibras de Eucalyptus globulus, Picea

abis e Cannabis, bem como conjugacao de 6leos/CBD.

Os DDS de suplementos nutricionais foram preparados com incorporacao do 6leo de Cannabis
obtido por crio-moagem a partir de sementes de Cannabis, numa capsula vegetal de
hidroxipropilmetilcelulose. As condi¢oes do processo de crio-moagem foram otimizadas
utilizando 3 objetos de moagem, 6 ciclos de moagem numa frequéncia de 25 Hz e baixas
temperaturas, de forma a preservar as moléculas nutricionais e obter um 6leo de Cannabis com
uma textura suave e 6tima para incorporacdo no DDS. Os resultados mostraram que os DDS
retém os compostos bioativos dos constituintes presentes nas sementes e 6leo de Cannabis.
Concluiu-se que estes sistemas de entrega facilitam o uso destas sementes numa dieta
nutricional, evitando os efeitos adversos associados a diferentes patologias que nao permite a

sua insercdo na alimentacao, como a dispepsia ou a doenca do refluxo gastroesofagico.

De forma a potenciar o uso de DDS de terapéuticas orais em diversas areas especificas de
interesse, foram preparadas formulagoes com diferentes biomateriais poliméricos, em diferentes
proporcoes, e caracteristicas distintas, nomeadamente, um agente de reticulagido, o alginato,
responsavel pela estrutura e conformidade dos DDS, e uma matriz fibrosa 3D feita a partir de
fibras de Cannabis, CMC e NFC, na qual estdo retidas as substancias ativas de interesse, o
extrato e o 6leo de Cannabis. O processo alcalino de obtencao das fibras de Cannabis incluiu as
etapas de cozimento e branqueamento, e os resultados indicaram que em 114 fibras analisadas,
aproximadamente 42,9% da populacio fibrosa apresentaram didmetros compreendidos entre 10
e 20 um, evidenciando a eficicia da deslenhificacdo das fibras através destes métodos. Conclui-
se que esta metodologia apresenta viabilidade para ser adaptada industrialmente com o objetivo
de reutilizar os caules da planta de Cannabis sativa L. e, consequentemente, produzir fibras de
Cannabis viavelmente comercializadas em diversas areas de interesse. Adicionalmente, o
processo de ultrassonificacdo foi também eficaz na rapida homogeneizacio total do extrato e
6leo de Cannabis com os diversos biomateriais poliméricos, demonstrando a utilidade e

inovacao deste método.
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Assim, os DDS foram produzidos pela pitetagem das formulacées preparadas numa solucao de
CaCl, que desencadeia um crosslinking ou reticulacdo das cadeias poliméricas do alginato,
promovendo o desenvolvimento de DDS na sua forma esférica, e fixando a estrutura da matriz
celulosica 3D com a substéncia ativa CBD retida no seu interior. Os resultados comparativos dos
diferentes DDS mostraram a eficacia da (1) producdo dos DDS esféricos, (2) a incorporacao e
retenc¢ao do extrato e 6leo de Cannabis na matriz 3D, resultando numa coloracao significativa, o
que demonstrou a retencdo das substincias terapéuticas, e (3) a producdo de uma rede
celulosica de fibras de Cannabis, CMC e NFC. Foi demonstrado que as fibras de Cannabis
contribuem para o desenvolvimento de uma matriz 3D otimizada em combina¢do com outros
biomateriais usualmente utilizados em DDS. Concluiu-se que esta metodologia permitiu (1) o
desenvolvimento de DDS inovadores encapsulando o extrato e o 6leo de Cannabis; (2) a
otimizacdo das diferentes formulacGes, pelo que a dosagem de cada biomaterial esta
diretamente relacionada com a eficaz producao do DDS e da matriz 3D; e (3) a producao de uma

matriz fibrosa 3D contendo fibras de Cannabis, com capacidade de reter moléculas ativas.

Adicionalmente, estes DDS foram submetidos a diferentes meios de pH especificos,
mimetizando as condic¢bes corporais in vivo. Os resultados indicaram que os DDS contendo
fibras e 6leo de Cannabis resistiram aos diversos meios, contrariamente aos restantes. Esta
evidéncia demonstra a utilidade e eficacia do uso das fibras de Cannabis no desenvolvimento de
matrizes 3D, bem como no aumento da resisténcia e conformidade dos DDS, permitindo a
libertagdo controlada e retardada do extrato de Cannabis ao longo do tempo do ensaio. De
forma similar, o 6leo de Cannabis apresentou, em ambas as proporc¢oes, resisténcia estrutural a
todas as solugdes com pH distintos, mantendo a sua estrutura esférica ao longo do ensaio.
Concluiu-se, assim, que a incorporacao deste 6leo em DDS promove um aumento da resisténcia

e conformidade da matriz celuldsica 3D, inibindo a sua degradacao ao longo do tempo.

Por fim, foi proposta uma metodologia para o desenvolvimento de DDS para fins dérmicos que
consiste na otimizacao de materiais multi-estruturados, com diferentes camadas, cada uma com
funcionalidades especificas. Uma destas camadas foi produzida laboratorialmente utilizando
combinacbes de tratamentos mecanicos de refinacdo a fim de obter uma matriz 3D de fibras
branqueadas de Eucalyptus globulus e nao-branqueada de Picea abis, e uma outra camada
contendo uma matriz de fibras de Cannabis foi modelada computacionalmente. Destes estudos
de otimizacdo concluiu-se que a porosidade e a dimensdo e distribuicdo dos poros sao
propriedades estruturais fundamentais na migracdo do agente terapéutico de interesse
incorporado, CBD, através da rede polimérica, a fim de alcancarem o local ativo de forma eficaz

e controlada.

Foi também investigada a incorporacdo de formulagGes contendo uma combinagdo do CBD,
obtido pelo processo de descarboxilacdo de duas amostras distintas de Cannabis, e de diversos
Oleos de interesse, nestas estruturas laboratorialmente obtidas, utilizando um instrumento que

provoca uma pressio direta das formulagoes 6leos/CBD na matriz 3D.
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Através da caracterizacdo quimica destas formulac6es concluiu-se que, de uma forma geral, (1) a
incorporacdo dos canabinodides nos diversos dleos foi eficaz; (2) uma taxa de CBDA, em
praticamente todos os 6leos, nao foi convertida em CBD; (3) o 6leo de coco e girassol numa
propor¢do 1:1 demonstrou ser o Oleo alimentar com maior afinidade para os diversos
canabindides; e (4) o 6leo mineral dérmico apresentou os maiores valores de absor¢ao nas duas
regides especificas dos canabin6ides CBD e CBDA, demonstrando ser o 6leo dérmico com maior

afinidade para esta amostra de Cannabis.

Em termos de perspetivas futuras, pretende-se continuar com os estudos de modelacao
computacional 3D com o intuito de otimizar diversas formulacées de DDS contendo
biomateriais celulésicos, incluindo fibras de Cannabis, e substancias ativas de interesse, bem
como quantificar a cinética de libertacdo destas. Pretende-se também, em condigGes
laboratoriais adequadas, substituir e/ou complementar o agente terapéutico CBD com THC, de
forma a desenvolver DDS com propriedades farmacolbgicas adequadas a outras situacGes
terapéuticas. Para as aplicacbes dérmicas, propoe-se o design ou projeto de DDS 100%
sustentaveis a base da Cannabis, proporcionando o desenvolvimento de estruturas fibrosas com
uma matriz celulésica 3D uniforme e estavel, tal como verificado nos estudos computacionais do
presente trabalho, com posterior incorpora¢ao da molécula ativa terapéutica. Por fim, encontra-
se também planeado o scale-up do processo, com passagem a escala piloto nas instalacoes da
Unidade de Investigacdo em Materiais Fibrosos e Tecnologias Ambientais da Universidade da
Beira Interior, FibEnTech-UBI, e posteriormente escala Industrial. Entre as diversas etapas do
processo de desenvolvimento de linhas de produto com CBD e THC, identificam-se como
fundamentais, o processo de descarboxilacdo e a otimizacdo da matriz 3D de base celulésica do
DDS, de forma a obter uma elevada taxa de conversio do CBDA em CBD e conseguir a sua
preservacao, retencio e entrega controlada e estavel ao longo do tempo, e consequentemente,

potenciar o efeito da molécula terapéutica no organismo humano.
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Anexo A. Comunicacao Poéster

A1. Comunicacao Oral na forma de Pdster cientifico apresentado no
“Encontro com a Ciéncia e Tecnologia em Portugal 2022”, Fundacao

para a Ciéncia e Tecnologia:

Saraiva, P.N.C., Moreira, J., Lopes, C., Silva, L., Curto, J.M.R., Drug Delivery Systems (DDS)

for oral and dermic applications using Cannabis fibres and Essential Oils, in: Encontro com a

Ciéncia e Tecnologia em Portugal 2022, CCL, Lisbon, Portugal, May 16-18, 2022.

Abstract: The purpose of this study was to develop innovative biopolymeric Drug Delivery
Systems (DDS) containing a 3D nano cellulose-based matrix to retain active molecules. Two
main types of DDS were investigated for oral therapy and dermic applications. For oral therapy
the DDS were made using Cannabis fibres to reinforce the 3D nano/micro cellulose matrix. For
dermic applications the active molecules form Mentha piperita L essential oil were chosen and
assembled using an oil in water emulsion. To improve the DDS cellulose-based matrix porosity
and strength properties the optimization was carried out trough 3D computational simulation
studies. The results showed that the drug delivery systems are able to retain in the active

molecules under different pH conditions.
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Methodology:

Enzymatic Fibrogs Structure SEM porpsity, flber and
eatnent formation: nano and pore dimension and
microfiber distribution

Emulsion containing 'O Computational
sunflower oil and e Simulation
the bic e _containing Computational model
molecule biomolecule developed and

implemented in Matlab®

Results:

96100 ym

1874

Fig 4. Microscopic images of Cannabis fibres obtained from a combination of alkaline and hydrogen peroxide delignification
processes (images analysis obtained by LAS X software)
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Fig. 5. Chromatogram representing the relative chemical composition of Mentha Fig. 6. FTIR-ATR spectrum of a sample of cannabis oil
piperita L. essential oil molecules, obtained by GC-MS [9]
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Cellulose based DDS DDS after 2hinpH=2 DDS after 2hinpH=6,6 DDS after 2hinpH=7,4

For oral therapy Stomach Duoden Blood stream
(small intestine)

a)

Fig. 7. Visual representation of the DDS struc I chy. a) Structures obtained by Computational Simulation of the 3D cellulose-based fibre
matrix [7, 9] b) SEM image of the fibrous matrix, c) cellulose, d) chitosan, &) menthol and f) laboratory made DDS for dermic applications.

Conclusions: A 3D cellulose-based matrix was tailor-made for oral and dermic therapeutic
applications using a combination of experimental and computational methodology. The results
indicate that after optimization the DDS for oral therapy using Cannabis fibres are able to retain
the active molecules under different pH conditions and that the DDS for dermic applications are
able to retain and the active molecules form Mentha piperita L essential oil, and to maintain

their stability during a period of time compatible to their application.
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Anexo B. Preparacao das diversas solucoes

B1. Calculo da quantidade de NaOH 3 M a ser incorporado na etapa

de obtencao das fibras de Cannabis

1mol de NaOH — 40 g de NaOH

(By)
3 mol de NaOH —— X g de NaOH

Onde, X = 120 g de NaOH colocados num baldo volumétrico de 1L com posterior adi¢do de dgua
destilada.

B2. Calculo da preparacao dos diversos constituintes empregues na

formulacao dos DDS para aplicacoes terapéuticas orais

Alginato 2% (m/v):

100 mL de dgua destilada —— 2 g de alginato

. . (B2)
500 mL de dgua destilada — X de alginato
Onde, X = 10 g de alginato a serem incorporados em 500 mL de 4gua destilada.
CMC 0,5% (m/v):
100 mL de dgua destilada —— 0,5 g de CMC

(B3)
500 mL de 4gua destilada —— X g de CMC
Onde, X = 2,5 g de CMC a serem incorporados em 500 mL de agua destilada.
Ca(Cl, 0.2M:
1 mol de CaCl, —— 110,98 g de CaCl, )
B4

0,2 mol de CaCl. X g de CaCl,
Onde, X = 22,196 g de CaCl, colocados num baldo volumétrico de 1L com posterior adicio de
agua destilada.
Extrato de Cannabis:

Concentragio = massa (extrato de Cannabis) 1563 g = 3126 /L (Bs)

Volume - 051
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B3. Calculo da preparacao dos diversos constituintes empregues nos

estudos estruturais dos DDS

HCIl 0.1M:

1mol HCl — 36,458 g de HCI 6)
0,1 mol HCl —X g de HCI

Onde, X = 3,6458 g de HCI colocados num balao volumétrico de 1L com posterior adi¢do de

agua destilada.

K2HPO4 0.1M:

1 mol KLHPO, — 136,09 g de K,HPO, (B7)

0,1 mol K.HPO, X g de K,.HPO,

Onde, X = 13,609 g de K.HPO, colocados num baldo volumétrico de 1L com posterior adicao de

agua destilada.
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Anexo C. Normas ISO

C1. Norma ISO 5263 — Desintegracio e prensagem de uma pasta

celulosica

1. Principio

Este método refere que, uma amostra de pasta esta desintegrada, quando esta ao ser submetida
a um tratamento mecanico em agua, as fibras interlacadas, estejam novamente separadas umas

das outras, sem que as suas propriedades estruturais tenham sido modificadas.

2. Preparacdo da Amostra

Determina-se o Teor de Matéria Seca (TMS) e pesa-se a massa correspondente a 30,0 + 0,5 g de
fibras de celulose o.d. (oven dried) ou absolutamente secas, isto é, sem agua. Por exemplo, para
um TMS de 93%, a massa utilizada é de 32,26 g. Antes do processo de desintegracdo, a pasta
deve encontrar-se totalmente humedecida, onde para cada tipo de fibra, a duracdo do
humedecimento é variavel. Se a pasta se encontrar volumosa, é necessario rasgar a pasta em
pedacos de 1,5 x 1,5 cm aproximadamente, antes de ser humedecida. Ap6s preparacao da pasta,
as pastas com um teor em fibras absolutamente secas ou superior a 20% (m/m) devem ser
embebidas em 2 L de adgua desmineralizada a 20+5°C durante um tempo superior a 20h,

designado overnight.

3. Execucdo

Apb6s a pasta se encontrar totalmente humedecida, procede-se a desintegracdo da mesma
através da insercdo da pasta, juntamente com os 2 L de agua desmineralizada, num
desintegrador apropriado, isto é, tal como é referenciado nesta norma ISO. A concentracao sera

entao de cerca de 1,5%.

O numero de revolucoes empregues pelo desintegrador, encontra-se altamente dependente da
percentagem de matéria seca inicial da pasta. Posto isto, para pastas com um TMS > 20% sao
empregues 30 000 revolucGes e para pastas com um TMS compreendido entre 1,5 — 20% séo

empregues 10 000 revolugoes.

Apos conclusio da desintegracao, verificar se a pasta se encontra totalmente desintegrada. Caso
nido estiver, procede-se novamente a outro ciclo de desintegracdo, contudo os resultados
obtidos, ndo podem ser considerados como obedecendo as normas ISO para efeitos de

determinacdo das propriedades das fibras.
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Apos desintegracdo total da pasta, utilizar 1 L de 4gua desmineralizada, considerada de limpeza,

de forma a retirar excessos de pastas retidos no balde desintegrados e nas laminas.

C2. Norma ISO 5269/1 — Preparacao de estruturas/folhas de
laboratério para ensaios de caracterizacao. Método de formacao

utilizando um formador convencional referido nesta norma

O procedimento para preparacgio de estruturas feitas de fibras de celulose encontra-se descrito

nesta norma ISO e pode ser sumariado nos passos seguintes.

1. Preparacdo da amostra

Dilui-se a suspensao de fibras para uma concentracao entre 0,2 — 0,5%. Utiliza-se a suspensao
de fibras de celulose proveniente do desintegrador, com uma consisténcia de 1,5%, com
posterior diluicao utilizando 6L de dgua desmineralizada num recipiente com agitacdo em pas
apropriado para suspensoes de fibras numa gama de rotacées de 3000 rpm, que permita um

vortex apropriado para as fibras, sem ocorrer nenhum rasgamento nem alteragdo as mesmas.

2. Formacao das folhas

Na formacao das folhas, inicialmente é colocado a teia (filtro) no formador. Posteriormente,
fecha-se a valvula de drenagem e o compartimento superior, e de seguida puxa-se a alavanca de

entrada de agua cobrindo a teia, até pelo menos, 50 mm de altura.

Depois adiciona-se a quantidade de suspensao correspondente para as folhas de 60 + 3,0 g/mz2,
que neste caso, seria 400,875 mL. Apo6s incorporacao da suspensao, eleva-se a agua até a marca
com posterior agitacdo da suspensao através de um agitador especifico para esta norma ISO,

movendo-o 6 vezes com vigorosidade suficiente para assegurar uma homogeneizacao 6tima.

Seguidamente, apds 10 segundos, abre-se a valvula de drenagem completamente com um
movimento rapido, escoando todo a 4gua da teia deixando num vacuo durante um periodo de

tempo ndo superior a 5 s, com posterior fecho da valvula e abertura do compartimento superior.

De seguida, sdo colocados 3 mata-borroes, com o lado da teia virado para cima e centrados na
folha himida. Utiliza-se um cilindro no meio da folha com 3 a 4 prensagens, onde sera retirada,

cuidadosamente, a folha da teia posteriormente.
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3. Empilhamento, prensagem, secagem e condicionamento

Apbs a producao das folhas segundo este método estas sdo submetidas a um processo de
prensagem e empilhamento. Este processo consiste em empilhar papel mata-borrdo com as
folhas produzidas numa placa de secagem repetida varias vezes. Ao mesmo tempo, cada folha
tera que sofrer um processo de prensagem exercendo uma pressao continua de 400 + 10 KPa na
prensa durante 5 min + 15 s. Ap0s isto, estas placas juntamente com as folhas anexas do papel
mata-borrao sdo separadas e colocadas nos anéis com a folhada virada para cima, formando
uma pilha onde o dltimo anel ndo deve conter nenhuma folha, uma vez que se coloca sobre este
um peso de 20 kg. Posteriormente, a pilha é posicionada num laboratério condicionado, para
que as folhas permanecam em contacto com as suas placas de secagem durante todo o periodo
de secagem. Este laboratorio condicionado apresenta uma circulacio de ar adequada, capaz de

manter as mesmas condicoes atmosféricas de temperatura (22 °C) e humidade (50%).

C3. Norma ISO 534 — Caracterizacao da espessura, bulk, densidade

das folhas celuldsicas

1. Determinacdo da espessura da folha celulésica

Apos secagem das diversas folhas elaboradas através da norma ISO 5269/1, procedeu-se a sua

caracterizacao.

Inicialmente, recorreu-se a medi¢do, em mm, da espessura de cada folha celulbsica. Para tal,

procedeu-se a verificacao e calibracao do micrometro, como descrito nesta norma ISO.

Apos calibracao do aparelho, as medi¢oes de espessura foram efetuadas no local onde as folhas
sofreram a sua secagem, de forma a nao ocorrer nenhuma possivel interacao indesejada da folha
com o meio exterior. De seguida, procede-se as leituras de espessura das diversas folhas
preparadas através de 5 leituras de espessura, em 5 pontos distintos da folha, distanciados entre

40 — 80 mm entre si, obtendo um valor médio final referente a espessura.

2. Obtencdo dos valores referentes ds restantes caracteristicas das folhas celulésicas

Apos obtencdo dos valores de espessura para cada folha celuldsica, bem como dos valores da
massa e area de cada folha, as restantes caracteristicas das folhas (Bulk, densidade e

porosidade) sdo calculéveis como descrito neste norma ISO.
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C4. Norma TAPPI 240 om-88 — Determinaciao da consisténcia

(concentracao) de uma suspensao de pasta

A determinacio da consisténcia fez-se utilizando o processo descrito na norma TAPPI 240 om-
88. Retira-se um volume conhecido de suspensdo, por exemplo 500 mL, e procede-se a
elaboracdo de uma estrutura, seguindo a norma ISO 5269/1, no formador. Esta estrutura é seca
num secador rapido, de forma que toda a dgua seja evaporada, com posterior determinacao da
sua massa. Com esta informacdo, passamos a conhecer o valor da consisténcia daquele
recipiente. Por exemplo, se a massa for de 1,6 g em 500 mL, a consisténcia da suspensdo em

folhas de 60 g/m2 sera de 0,32% (m/m).

C5. Norma ISO 5264-2:2011 — Refinacao das pastas celuldsicas

através de um refinador PFI-mill

De forma a estudar e analisar o impacto do processo de refinacdo mecanico na variacao das
propriedades das folhas celulésicas, procedeu-se a uma refinacdo mecanica utilizando um

refinador apropriado, segundo esta norma ISO, o PFI-mill.

1. Preparacao das diversas pastas celulésicas

As diversas solugbes contendo as fibras celulésicas foram refinadas mecanicamente em 3 pontos
diferentes: 2500, 4500 e 7500 revolugoes. Inicialmente, as pastas celulésicas sofreram uma
desintegragdo como descrito na norma ISO 5263. Seguidamente, as diversas pastas celuldsicas
desintegradas foram filtradas, utilizando um funil de Buchner, como descrito na respetiva

norma ISO, obtendo desta forma uma estrutural global para cada fibra especifica.

2. Processo de refinacdo

Inicialmente, é necessario ajustar a temperatura do PFI-mill, bem como das diversas pastas
celuloésicas desintegradas, ndo ultrapassando uma variacdo de 20 + 5 °C. Apds regulagio da
temperatura, liga-se o refinador com posterior implementacdo do numero de revolucoes

requeridas.

Antes do processo de refinagido, é necessario ter em consideracdo diversos aspetos de forma
ocorrer uma correta refinacdo, dos quais, ter a certeza que o parafuso Vernier se encontra
totalmente desenroscado e que o refinador se encontra limpo, ndo contendo residuos de pastas

celulosicas anteriores.

Apbs obtencao de todas as condigoOes exigidas, procede-se ao método de refinacao das diversas
pastas celulésicas através do espalhamento da pasta uniformemente na parede do cilindro, de
forma a nao criar buracos sem pasta. Seguidamente, enrosca-se o parafuso Vernier, apertando

deste modo o aparelho.

XII



Desenvolvimento de Drug Delivery System (DDS) com fibras e 6leo de Cannabis para aplicagoes orais e dérmicas

Posteriormente clica-se simultaneamente nos dois botdes “Start” com a correta insercdo da
tampa do refinador. Verifica-se o correto posicionamento da tampa através de ligeiros toques na
tampa, de modo a conferir a o correto posicionamento da tampa. E necessario também ter em
conta o numero de revolugoes, anteriormente programado e iniciar o processo de refinacao.
Apo6s inicio da refinagdo, desenroscasse o parafuso de Vernier, aproximando as laminas do
refinador, entrando estas em contacto com a pasta celulosica presente no seu interior, iniciando
deste modo a refinacao. Quando terminado, clicar no botao “Stop” de forma a levantar o braco

do refinador com posterior aquisicao das pastas celuldsicas refinadas.

Por fim, as pastas celulbsicas sdo re-suspendidas em 2000 + 25 mL de agua desmineralizada
com posterior desintegracdo utilizando 10 000 revolugoes, como descrito na norma ISO 5263.
Apos obtengio das fibras celuldsicas refinadas desintegradas, procede-se ao desenvolvimento de
folhas celulbsicas, como descrito na norma ISO 5269/1, com futura anélise das suas

propriedades fibrosas, através da norma ISO 534.
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Anexo D. Calculo dos rendimentos

D1. Rendimento da quantidade de Cannabis Sativa L., proveniente
da amostra A, apds o processo de descarboxilacao

m (matéria organica pos descarboxilada) ,

= = 37 - (D1)
n= . . P P ——— X 100 = * 100 =91,06%
m (matéria organica pré descarboxilacio
(mat q préd boxilacio) 1,578

»

D2. Rendimento da quantidade de Cannabis, proveniente da

amostra B, apds o processo de descarboxilacao

m (matéria organica pos descarboxilada) X

97
n= — = - % 100= X 100 = 94,42% (D2)
m (matéria organica preé descarboxilacio) 0,950

i
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Anexo E. Dados obtidos relativamente aos
diversos tipos de estruturas em malha

fibrosas celuldsicas refinadas

E1. Fibras de celulose branqueadas refinadas a 2500 revolucoes

Folhas M;lssa Areza Grama_tz]em Espessura Bulk D;Z;;c{zge Porosidade
9) (m?) (9/m?) (mm) — (em3/g) (0 70m3)

1 1,347 0,021 63 0,137 2,174 0,459 0,693
2 1,336 0,021 62,48 0,144 2,304 0,433 0,710
3 1,346 0,021 62,95 0,143 2,271 0,440 0,706
4 1,353 0,021 63,28 0,141 2,228 0,448 0,700
5 1,361 0,021 63,65 0,153 2,403 0,416 0,722
6 1,342 0,021 62,76 0,140 2,230 0,448 0,701
7 1,341 0,021 62,72 0,140 2,232 0,448 0,701
8 1,342 0,021 62,76 0,137 2,182 0,458 0,694
9 1,359 0,021 63,56 0,155 2,438 0,410 0,726
10 1,355 0,021 63,37 0,152 2,398 0,416 0,722

Média 1,346 0,021 62,08 0,142 2,263 0,442 0,705

Desvio

Padréo 0,008 0,388 0,005 0,073 0,014 0,009

E2. Fibras de celulose branqueadas refinadas a 4500 revolucoes

Folhas M;Issa Areza Gramagem Espessura  Bulk D;Z;:szge Porosidade
9) (m2) (g/m?) (mm) (cm3/g) (g/cm3)

1 1,347 0,021 63 0,102 1,618 0,617 0,588
2 1,333 0,021 62,34 0,100 1,603 0,623 0,584
3 1,361 0,021 63,65 0,098 1,539 0,649 0,566
4 1,340 0,021 62,67 0,099 1,579 0,633 0,577
5 1,359 0,021 63,56 0,101 1,588 0,629 0,580
6 1,366 0,021 63,89 0,099 1,549 0,645 0,569
7 1,366 0,021 63,89 0,102 1,596 0,626 0,582
8 1,362 0,021 63,70 0,101 1,585 0,630 0,579
9 1,342 0,021 62,76 0,100 1,593 0,627 0,581
10 1,356 0,021 63,42 0,099 1,560 0,640 0,572

Média 1,353 0,021 63,29 0,100 1,581 0,632 0,578

Desvio

Padrio 0,011 0,552 0,001 0,024 0,009 0,006
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E3. Fibras de celulose branqueadas refinadas a 7500 revolucoes

< Densidade
Folhas M;ls)sa ’?;Ie;)l Gr?’;fg)em Es;()'is::)tra (cBnl:gl/k ) da folha Porosidade
g g g (g9/cms3)
1 1,350 0,021 63,14 0,081 1,282 0,779 0,480
2 1,349 0,021 63,09 0,078 1,236 0,808 0,460
3 1,327 0,021 62,06 0,079 1,272 0,785 0,476
4 1,343 0,021 62,81 0,079 1,257 0,795 0,469
5 1,327 0,021 62,06 0,075 1,208 0,827 0,448
6 1,326 0,021 62,02 0,074 1,193 0,838 0,441
7 1,352 0,021 63,23 0,075 1,186 0,843 0,437
8 1,346 0,021 62,95 0,077 1,223 0,817 0,454
9 1,353 0,021 63,28 0,075 1,185 0,843 0,437
10 1,357 0,021 63,47 0,075 1,181 0,846 0,435
Média 1,343 0,021 62,81 0,076 1,222 0,818 0,454
Desvio
Padrio 0,011 0,556 0,002 0,038 0,025 0,016

E4. Fibras de celulose nao branqueadas refinadas a 2500 revolucoes

< Densidade
Folhas M?s)sa ?::i,‘)l G";"}“'-Z )e m Es1() esst)lra C Blgl/k ) da folha Porosidade
g g/m mm cm3/g (g/cm3)
1 1,359 0,021 63,59 0,175 2,751 0,363 0,757
2 1,361 0,021 63,65 0,148 2,324 0,430 0,713
3 1,359 0,021 63,58 0,175 2,752 0,363 0,757
4 1,372 0,021 64,19 0,156 2,430 0,411 0,725
5 1,335 0,021 62,44 0,154 2,466 0,405 0,729
6 1,332 0,021 62,30 0,162 2,600 0,384 0,743
7 1,392 0,021 65,10 0,153 2,349 0,425 0,716
8 1,312 0,021 61,36 0,171 2,786 0,358 0,760
9 1,363 0,021 63,75 0,164 2,572 0,388 0,740
10 1,341 0,021 62,72 0,168 2,678 0,373 0,751
Média 1,352 0,021 63,27 0,162 2,571 0,390 0,739
Desvio
Padrio | 0022 1,073 0,009 0,171 0,026 0,017
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E5. Fibras de celulose nao branqueadas refinadas a 4500 revolucoes

< Densidade
Folhas M;ls)sa ?111';()1 Gr??;g)em Es;();s::)tra (cBnlllgl/k ) da folha Porosidade
g g g (g9/cms3)
1 1,319 0,021 61,72 0,135 2,187 0,457 0,695
2 1,349 0,021 63,11 0,133 2,107 0,474 0,683
3 1,323 0,021 61,88 0,138 2,230 0,448 0,701
4 1,397 0,021 65,36 0,145 2,218 0,450 0,699
5 1,365 0,021 63,84 0,136 2,130 0,469 0,687
6 1,368 0,021 63,99 0,140 2,187 0,457 0,695
7 1,399 0,021 65,47 0,152 2,321 0,430 0,712
8 1,386 0,021 64,86 0,149 2,297 0,435 0,709
9 1,403 0,021 65,62 0,136 2,072 0,482 0,678
10 1,520 0,021 71,09 0,150 2,109 0,473 0,684
Média 1,383 0,021 64,69 0,141 2,186 0,458 0,694
Desvio
Padrio 0,056 2,653 0,006 0,082 0,017 0,011

E6. Fibras de celulose nao branqueadas refinadas a 7500 revolucoes

< Densidade
Folhas M?s)sa ?::;)l G";";’“g )e m ESI() esst)tra C Blgl/k ) da folha Porosidade
g g/m mm cm3/g (g/cm3)
1 1,407 0,021 65,85 0,106 1,609 0,621 0,585
2 1,404 0,021 65,68 0,118 1,796 0,556 0,628
3 1,386 0,021 64,85 0,107 1,649 0,606 0,595
4 1,309 0,021 61,26 0,105 1,713 0,583 0,610
5 1,306 0,021 61,11 0,109 1,783 0,560 0,626
6 1,376 0,021 64,39 0,119 1,848 0,541 0,639
7 1,325 0,021 61,97 0,105 1,604 0,590 0,606
8 1,311 0,021 61,36 0,101 1,645 0,607 0,594
9 1,324 0,021 61,92 0,105 1,695 0,589 0,606
10 1,287 0,021 60,20 0,103 1,710 0,584 0,610
Média 1,344 0,021 62,86 0,107 1,714 0,584 0,610
Desvio
Padrio 0,044 2,101 0,006 0,074 0,025 0,016
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Anexo F. Calculo do Ratio para cada d6leo de

interesse

Anexo F1. Oleo de coco alimentar

m (mgl Matéria Organica 479

Ratio (20 —40) = g g = - = 20,89 (F1)
m (g) Oleo Incorporado 16,024

Anexo F2. Oleo de girassol alimentar
m (mg) Matéria Organica 479

Ratio (20 — 40) = = 20,96 (F2)

m (g) Oleo Incorporade © 15,085

Anexo F3. Oleo de coco e girassol alimentar numa proporcio 1:1

m (mg) Matéria Organica 445
Ratio (20 — 40) = g g = —— =29,91 (F3)
m (g) Oleo Incorporado 14,91

Anexo F4. Oleo de coco dérmico

m (mg) Matéria Organica 440
Ratia (20 — 40) = - = - — = 20,00 (F4)
m (g) Oleo Incorporado 14,671

Anexo F5. Oleo mineral dérmico

m (mg) Matéria Organica 380
Ratio (20 —40) = g ~ g = - — =20,08 (F5)
m (g} Oleo Incorporado 12,871
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Anexo G. Espectros FTIR-ATR dos diversos

dleos incorporados com canabinodides

Anexo G1. Oleo de coco alimentar

Aminas Proteicas Lipidos. Lipidos Proteinas Carboidratos
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Figura G.1 — Espectro FTIR-ATR do 6leo de coco alimentar incorporado com canabin6ides provenientes
da amostra A.

Anexo G2. Oleo de girassol alimentar
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Figura G.2 — Espectro FTIR-ATR do 6leo de girassol alimentar incorporado com canabindides
provenientes da amostra A.
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Anexo G3. Oleo de coco e girassol alimentar numa proporcio 1:1
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Figura G.3 — Espectro FTIR-ATR do 6leo de coco e girassol alimentar numa proporcao 1:1 incorporado
com canabinoéides provenientes da amostra A.

Anexo G4. Oleos alimentares na regiio espectral do canabinéide
CBD

d0

o
——r o
/ & \\
. // \
2 o oot ~
s P . -
\\ 3
5 . ~ - . 2
0 3085 3084 08 30 s 30 3070 3068 054 306 3060

Figura G.4 — Anélise comparativa do espectro FTIR-ATR de trés 6leos alimentares, na regido espectral
correspondente ao canabindide CBD (3085-3060 cm™): 6leo de coco alimentar (roxo), 6leo de girassol
alimentar (vermelho) e 6leo de coco e girassol alimentar numa proporcao de 1:1 (azul).
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Anexo Gs5. Oleos alimentares na regiio espectral do canabinéide

CBDA
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Figura G.5 - Anilise comparativa do espectro FTIR-ATR de trés 6leos alimentares, na regido espectral
correspondente ao canabindide CBDA (982-959 cm™): 6leo de coco alimentar (roxo), 6leo de girassol
alimentar (vermelho) e 6leo de coco e girassol alimentar numa proporcao de 1:1 (azul).

Anexo G6. Oleo de coco dérmico
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Figura G.6 — Espectro FTIR-ATR do 6leo de coco dérmico incorporado com canabinéides proveniente da
amostra B.
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Anexo G7. Oleo mineral dérmico

Aminas Proteicas Lipidos. Lipidos Proteinas Carboidratos
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Figura G.7 — Espectro FTIR-ATR do 6leo mineral dérmico incorporado com canabinéides provenientes
da amostra B.

Anexo G8. Oleos dérmicos na regiiio espectral do canabinéide CBD
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Figura G.8 - Andlise comparativa do espectro FTIR-ATR dos dois dleos dérmicos, na regido espectral
correspondente ao canabindide CBD (3085-3060 cm™): 6leo de coco dérmico (vermelho) e 6leo mineral

dérmico (roxo).
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Anexo G9. Oleos dérmicos na regido espectral do canabinéide CBDA

Figura G.9 - Analise comparativa do espectro FTIR-ATR dos dois 6leos dérmicos, na regido espectral
correspondente ao canabinéide CBDA (982-959 cm™): 6leo de coco dérmico (azul-claro) e 6leo mineral
dérmico (vermelho).

XXIII



