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RESUMO: Este trabalho destaca o desenvolvimento de uma membrana polimérica modificada
com Heparina Sodica — HS e Acidos Graxos Essenciais — AGE utilizando a técnica de
eletrofiacédo, para aplicagédo em lesGes de pele, como queimaduras. Existe um grande apelo
econdmico e social em relacdo a aceleragdo da cicatrizacdo de feridas, portanto, € indispensavel
desenvolver e investigar métodos e/ou materiais que diminuam custos financeiros,
principalmente para hospitais publicos. A pesquisa em questdo se desenvolve e se articula,
concomitantemente, na aplicacdo do material produzido por esse projeto junto a um estudo
clinico do Programa de Pos-Graduacdo em Cirurgia PPGRACI/UFAM. A articulagdo entre as
areas, Engenharia de Materiais e Medicina é um aspecto muito importante desse trabalho pois
enseja a interdisciplinaridade, e ainda pde em voga a contribuicdo técnica de cada area na
construcdo de um conhecimento cientifico aplicado em prol da sociedade. O objetivo geral deste
estudo € eletrofiar e caracterizar membranas de poli (¢ - caprolactona) modificadas com HS e
AGE. Para isto, membranas eletrofiadas contendo concentracdo méxima de HS e AGE foram
preparadas e esterilizadas a temperatura ambiente utilizando ozénio. Ensaios microbiol6gicos
em meios de cultura foram realizados para comprovar a eficacia da esterilizacdo. A
caracterizagdo morfoldgica das membranas foi realizada através da técnica de Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV). Foram realizados estudos dos angulos de contato obtidos a
partir do teste de molhabilidade. Membranas também foram caracterizadas por espectroscopia
na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), bem como a andlise térmica,
efetuada por meio da técnica de Termogravimetria (TGA). As membranas de PCL Pura,
PCL+HS e PCL+AGE foram preparadas com sucesso por eletrofiacdo, utilizando-se a
quantidade de 1g de PCL para todas as membranas produzidas. A quantidade maxima de AGE
foi 1 g, enquanto a quantidade maxima de HS foi de 0,4 mL. O teste de esterilidade mostrou
que n&o houve a formacéo colonias ou crescimento de microrganismos em nenhum dos meios
de cultura durante o periodo de incubacdo de 168h. A morfologia revelou que as fibras obtidas
foram bem formadas e aleatoriamente distribuidas, entretanto, a membrana de PCL + HS,
apresentou pérolas em suas fibras. A adicdo da HS na solucdo polimérica alterou o diametro
das fibras. O didametro médio das fibras de PCL Pura foi de DM = 1,160 + 0,992 um enquanto
o0 didmetro médio das fibras de PCL +HS foi de DM = 0,981 + 0,663 um e a membrana de PCL
+ AGE apresentou didmetro médio de DM = 1,53 um. Os farmacos modificaram a superficie
das membranas, alterando o angulo de contato. As membranas de PCL, de PCL + HS e de PCL
+ AGE apresentaram os angulos de contato de 123°, 102° e 95°, respectivamente. A analise de
FTIR do espectro da PCL+HS evidenciou uma pequena contribuicdo da HS apenas na banda
1417 cm?, pois as bandas 2929 cm™, 1221 cm™, 1028 cm™ e 791 cm™ que sdo caracteristicas
da HS coincidem com bandas apresentadas no espectro de PCL. J& no espectro de PCL+AGE,
observou-se a presenca de bandas referentes as contribuigdes do 6leo, que sdo: 3006 cm?, 2851
cm?, 1745 cm™, 1654 cm™, 1378 cm™®, 1233 cm™ e 1159 cm™. A analise termogravimétrica
revelou que ndo houve modificacdo substancial na estabilidade termica das membranas a partir
da interagdo entre HS e AGE com PCL. O material desenvolvido neste trabalho tem potencial
aplicacdo médica devido a presenca dos farmacos incorporados nas fibras das membranas de
PCL bem como a comprovacao da esterilidade do material pois este material foi aplicado em
estudo clinico.

Palavras chave: Eletrofiacio, Esterilizacdo, PCL, Heparina Sddica, Acido Graxo Essencial.



ABSTRACT: This search highlights the development of a polymeric membrane modified with
sodic heparin (HS) and essential fatty acids (AGE) using the electrospinning technique, for
application on skin lesions, such as burns. There is a great economic and social appeal in
relation to the acceleration of wound healing, therefore, it is essential to develop and investigate
methods and / or materials that reduce financial costs, especially for public hospitals. The
research in question is granted and articulates, concomitantly, in the application of the material
produced by this project together with a clinical study of the Postgraduate Program in Surgery
PPGRACI / UFAM. The articulation between the areas, Materials Engineering and Medicine
IS a very important aspect of this work because it gives rise to interdisciplinarity, and even calls
into question the technical contribution of each area in the construction of a scientific
knowledge for the benefit of society. The general objective of this study is to electrophyte and
characterize poly (¢ - caprolactone) membranes modified with HS and AGE. For this,
electrophorized membranes containing maximum concentration of HS and AGE were prepared
and sterilized at room temperature using ozone. Microbiological tests in culture media were
performed to prove the effectiveness of sterilization. The morphological characterization of the
membranes was performed using the Scanning Electron Microscopy (SEM) technique. Studies
of the contact angles of the surface of the membranes obtained from the wettability test were
carried out. Membranes were also characterized by spectroscopy in the infrared region with
Fourier transform (FT-IR), as well as the thermal analysis of the membranes, performed using
the technique of Thermogravimetry (TGA). The membranes of PCL Pura, PCL + HS and PCL
+ AGE was successfully prepared by electrospinning, using the amount of 1g PCL for all
membranes produced. The maximum amount of AGE in the membranes was 1 g, while the
maximum amount of HS was 0.4 mL. The sterility test showed that there was no colony
formation or growth of microorganisms in any of the culture media during the 168h incubation
period. The morphology of the membranes revealed that the obtained fibers were well formed
and randomly distributed, however, the PCL + HS membrane, showed pearls in its fibers. The
addition of HS in the polymeric solution changed the diameter of the fibers. The average
diameter of the pure PCL fibers was DM = 1,160 &+ 0.992 um while the average diameter of the
PCL + HS fibers was DM = 0.981 + 0.663 um and the PCL + AGE membrane showed an
average diameter of DM = 1.53 um. The drugs modified the surface of the membranes,
changing the contact angle. The PCL, PCL + HS and PCL + AGE membranes had contact
angles of 123 °, 102 ° and 95 °, respectively. The FTIR analysis of the PCL + HS membrane
spectrum showed a small contribution from HS only in the 1417 cm™ band, the 2929 cm™, 1221
cm?, 1028 cm™* and 791 cm™* bands are HS characteristics coincide with bands presented in the
PCL spectrum. In the spectrum of the PCL + AGE membrane, the presence of bands referring
to oil contributions was observed, which are: 3006 cm™, 2851 cm™, 1745 cm™, 1654 cm™, 1378
cm?, 1233 cm™ and 1159 cm™. The thermogravimetric analysis of the membranes revealed that
there was no substantial change in the thermal stability of the membranes from the interaction
between HS and AGE with PCL. The material developed in this work has potential medical
application due to the presence of drugs incorporated in the fibers of the PCL membranes as
well as the proof of the material's sterility as this material was applied in a clinical study.

Keywords: Electrospinning, Sterilization, PCL, Sodic Heparin, Essential Fatty Acid.
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INTRODUCAO

O desafio de desenvolver produtos oriundos de materiais biocompativeis e
bioabsorviveis € coligar eficacia e seguranga, principalmente quando se trata de um dispositivo
médico. Isto exige conhecimentos cientificos essenciais e abrangentes em engenharia, quimica,
biologia, biofisica, entre outros. A Engenharia, enquanto uma ciéncia com inumeras interfaces
atua na transformacdo da composicao, de estado fisico ou conteudo energético de matérias
primas. E ainda, opera no desenvolvimento de uma série de produtos Gteis ao ser humano,
englobando o desenvolvimento de materiais poliméricos aplicaveis na inddstria farmacéutica e
na medicina (COIMBRA, 2010; PAULA, 2018).

Materiais poliméricos estdo no foco dos pesquisadores que procuram aprimorar as
técnicas para permitir o melhor conhecimento sobre suas propriedades e aplicacdes. Sao
materiais muito versateis, sendo utilizados, por exemplo, em membranas para processos de
separacdo e purificacdo de agua, em filmes para a embalagem de alimentos, na producdo de
elementos condutores para a fabricacdo de sensores e muitas outras aplicacdes (GHOM I et al.,
2019). Uma aplicacdo atraente é a producdo de sistemas de liberagdo de farmacos para aplicacéo
biomédica. Estes sistemas tém como objetivo principal o controle temporal e espacial de sua
concentracdo para que o beneficio clinico da administracdo destes farmacos seja maximizado e
os efeitos adversos minimizados. A liberacdo controlada implica a associacdo, quimica ou
fisica, dos farmacos com materiais biocompativeis em sistemas que tenham a capacidade de
controlar, de forma pré-determinada, a taxa de libertagdo/entrega do farmaco a partir desse
mesmo sistema (COIMBRA, 2010).

Para tanto, existe uma variedade de técnicas que podem ser utilizadas para a cria¢éo de
membranas poliméricas, dentre as quais se destaca a eletrofiacdo (electrospinning), termo
derivado de “fiacdo eletrostatica”, que é um processo de fabricagdo de fibras nanométricas
continuas. Segundo Garg e Bowlin (2011), o interesse nesta técnica cresceu nos Ultimos anos,
pois permite a fabricacdo de fibras com potencial nas areas biomédicas, como scaffolds
(suportes porosos tridimensionais), sistemas de liberacéo controlada de farmacos, em processos
industriais, como meios filtrantes de alta eficiéncia, vestuarios de protecdo, catalisadores,
materiais adsorventes e sensores. Membranas eletrofiadas de poli (e-Caprolactona) — PCL sdo
um dos dispositivos mais pesquisados para desenvolvimento de tecnologias para a engenharia
de tecidos, bem como, para na ampliacéo de estudos de membranas poliméricas como sistemas
de liberagéo controlada de farmacos e recobrimento de feridas complexas (queimaduras, feridas
de pe diabético, entre outras) (REDIGUIERI et al., 2017). Nesse sentido, um farmaco
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interessante para ser liberado em ferimentos complexos é a heparina, que é um polissacarideo
sulfatado, usado h& mais de 50 anos como droga anticoagulante. Esse polimero, obtido a partir
de tecidos animais, é 0 segundo agente terapéutico natural mais utilizado no mundo, superado
apenas pela insulina (CRAFOORD, 1941; JIN et. al., 1997).

No Brasil, por exemplo, existe uma gama de 6leos essenciais oriundos de plantas
amazOnicas com caracteristicas cicatrizantes e anti-inflamatérias, ou até plantas oriundas de
outros paises, como por exemplo, o 6leo de girassol, flor de origem norte-americana. Nestes
oleos, os &cidos graxos mais abundantes sdo o oléico, linoléico e linolénico (émegas 9, 6 e 3
respectivamente). A maioria dos estudos que abordam o tema ““acidos graxos essenciais — AGE”
e cicatrizacdo foi realizada na América do Sul, destacando-se o Brasil, e poucos estéo
publicados em revistas de circulacdo internacional, e por isso ha uma necessidade de explorar
e expor pesquisas envolvendo AGE na cicatrizacdo de feridas (PIEPER, CARILI, 2003;
HATANAKA, CURI, 2007).

Existe, ainda, um grande apelo econémico e social em relacdo a aceleracdo da
cicatrizacdo de feridas, portanto, é indispensavel desenvolver e investigar métodos e/ou
materiais que diminuam custos financeiros, principalmente para hospitais pablicos. Diante
disto, é necessario diminuir o tempo de cicatrizacdo das feridas, ou seja, diminuir o tempo em
que um paciente fica fisicamente vulnerdvel, o que acarreta na diminuicdo do tempo de
internacéo.

Ao assentar essa Ultima perspectiva, a pesquisa em questdo se desenvolve e se articula,
concomitantemente, na aplicacdo do material produzido por esse projeto junto a um estudo
clinico proposto pela Dra. Joelma Ricardo mestranda do Programa de Pés-Graduacdo em
Cirurgia da UFAM. A articulacdo entre as areas, Engenharia de Materiais e Medicina, € outro
aspecto relevante desse projeto uma vez que ndo somente enseja a interdisciplinaridade, mas
pde em voga a contribuicdo técnica de cada area na construcdao de um conhecimento cientifico
aplicado em prol da sociedade.

Diante do exposto, afirma-se o interesse cientifico e social em produzir membranas
eletrofiadas de PCL contendo farmacos naturais e sintéticos, devido suas caracteristicas
atraentes para a aplicacdo médica, principalmente a biocompatibilidade, biodegradagéo e ndo
toxicidade do polimero em uso, caracteristicas que sdo de extrema importancia para dispositivos

de liberacgdo de farmacos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento e caracterizar membranas eletrofiadas de poli (e - caprolactona)
modificadas com heparina sodica e/ou &cidos graxos essenciais com liberacdo controlada de

farmacos para aplicacdo biomédica.
2.2 Objetivos Especificos

1. Eletrofiar membranas de PCL incorporando a HS e membranas de PCL incorporando a
quantidade méxima de AGE.

2. Esterilizar as membranas modificadas a temperatura ambiente utilizando ozonio. Atestando
a esterilidade do material para aplicagdo biomédica.

3. Caracterizar morfologicamente as membranas modificadas por meio da técnica de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

4. Determinar a molhabilidade das membranas modificadas por meio de angulos de contato
obtidos a partir de suas superficies.

5. Caracterizar as membranas modificadas por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier.

6. Avaliar as caracteristicas térmicas das membranas modificadas através da técnica de

Termogravimetria (TGA).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Eletrofiacéo

Anteriormente, indicava-se que as estruturas macroporosas de arcabougos usados
principalmente na engenharia de tecidos, mimetizavam em termos dimensionais a matriz
extracelular, e ainda, indicava-se que esta matriz extracelular servia ao unico propoésito de dar
suporte as células teciduais (DVIR, et al., 2011). Entretanto, com o desenvolvimento de técnicas
como a eletrofiagdo, a qual produz arcaboucos em escala submicrométrica, foi possivel produzir
estudos comparativos 0s quais apontaram que alguns materiais utilizados como arcaboucos
macroporosos ndo mimetizavam o microambiente celular. Descobriu-se ainda, que a matriz
extracelular € um nanocomposito dindmico e organizado de forma hierarquica, que além de dar
suporte estrutural e integridade mecanica as células, regula funcdes celulares essenciais de
acordo com suas composicoes e arranjos (PLACE, EVANS, STEVENS, 2009).

A Figura 1 exemplifica o comportamento celular em arcabougos com diferentes
estruturas, indicando que os arcaboucos formados por nanofibras proporcionam maiores
interacdes entre as células e 0 meio extracelular. As Figuras A e B correspondem as células se
ligando a arcaboucos formados por microestrutura (ficam planas e espalhadas, como se
estivessem sendo cultivadas em uma superficie plana). A Figura C corresponde a arcaboucos
com estrutura na escala nanométricas (possuem maior area superficial para adsorver proteinas,
apresentando muitos sitios de ligacdo dos receptores da membrana). As proteinas adsorvidas

podem mudar de conformacdo, expondo sitios de ligacdo adicionais (DVIR, et al., 2011).
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Figura 1: Efeitos da estrutura de arcabougos na adesao e proliferacdo celular. Fonte: Extraido de Rediguieri,
2016.
Existem outras técnicas interessantes para a fabricagdo de fibras nanométricas,

entretanto a eletrofiacdo proporciona maior controle de didmetro das fibras. Além disso,
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polimeros eletrofiados possuem Vérias caracteristicas surpreendentes, como por exemplo,
flexibilidade nas funcionalidades de superficie e desempenho mecénico superior, rigidez,
resisténcia a tracdo, alta porosidade, grande area superficial em relagdo a sua massa,
flexibilidade, desempenho mecanico e pequeno espaco entre as fibras, em comparacdo com
qualquer outra forma conhecida do material. Essas excelentes propriedades fazem das
nanofibras poliméricas eletrofiadas um material ideal para muitas aplicacfes importantes, em
especial para aplicagdes médicas (HUANG et al., 2003; OKUTAN et. al., 2014).

Dentre estas aplicacdes, destacam-se como suporte para sistemas de liberacdo de
farmacos, biossensores, membrana para recobrimento de feridas, catalises e membranas para
filtracBes (GOETZ et. al., 2016). Uma grande variedade de solucGes poliméricas e polimeros
fundidos, tanto sintéticos quanto naturais podem ser aplicados na eletrofiacdo (BHARDWAJ et
al., 2010).

A técnica de eletrofiacdo tem sido muito explorada por ser facilmente aplicada, além de
obter resultados melhores: maior uniformidade nas fibras, maior area-volume de fibra e maior
porosidade (HAIDER et al., 2015). Esta técnica consiste em quatro componentes principais:
uma fonte de alta tenséo; um tubo capilar, que pode ser uma agulha de pequeno diametro; uma
bomba de infusdo; e uma placa coletora aterrada. A alta voltagem é necessaria para criar um
jato de solugdo de polimero eletricamente carregado para fora do capilar formando assim o
Cone de Taylor (GARG; BOWLIN, 2011). A Figura 2 mostra 0 esquema do processo de

eletrofiacdo.
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Figura 2: Esquema do processo de eletrofiagdo. Fonte: Autora, 2020.
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O Cone de Taylor, observado na Figura 3, é formado devido a diferenca de potencial
em uma gota de solucdo polimérica, na ponta de um injetor ou agulha metélica. Quando a carga
aplicada for superior a tensdo superficial do liquido, este se deforma em forma de cone e é
ejetado da gota na forma de um fino jato. O solvente deste jato evapora e o polimero é coletado
em um coletor metélico aterrado na forma de uma fibra, com didmetro de nandmetros a
micrémetros (VIEIRA, 2016).
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Figura 3: Cone de Taylor: repulso eletrostatica das cargas na superficie da gota. Fonte: Dreyer, 2015.

Segundo Vieira (2016), varios parametros podem influenciar no processo de
eletrofiagdo e consequentemente na morfologia das fibras, podendo ser separados em
parametros de processo, de solucdo e ambientais.

3.1.1 Parametros da solucéo

Os parametros de solugéo influenciam nas morfologias e na geometria das nanofibras.
Eles estdo relacionados com as propriedades fisico-quimicas dos solventes, dos polimeros e
com as interacGes do tipo polimero-solvente (COSTA et al., 2012). A escolha de um solvente
ideal para cada tipo de polimero é importante para que este seja totalmente solubilizado, e seja
adequado para a geragdo da morfologia de interesse das fibras (WANNATONG et al., 2004).

Um polimero com alta massa molar € menos sollvel, gastando mais tempo para se
dissolver quando comparado ao mesmo polimero com uma menor massa molar. A massa molar
de um polimero também influencia diretamente na viscosidade da solu¢do (WANNATONG et
al., 2004). A viscosidade da solugéo esta associada com o grau de emaranhamentos das cadeias
poliméricas do polimero em solucdo. Para que ocorra a formacédo de fibras uniformes e sem
pérolas (contas, granulos ou defeitos) no processo de eletrofiacdo, é necessario que se tenha um
valor minimo de emaranhamento, o qual corresponde a um valor de viscosidade minima
(COSTA et al., 2012). Um aumento na viscosidade ou concentracdo da solugéo origina fibra

com didmetro maior e mais uniforme. Quando a viscosidade da solucéo é muito baixa pode ndo
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haver material suficiente no jato e grau de emaranhamento adequado para que uma fibra
continua se forme. Nesse caso, tem-se a formagdo de micro/nano gotas (electrospraying). Por
outro lado, se a viscosidade da solucdo for muito alta, a agulha pode ficar obstruida, ou entéo a
bomba pode ndo ter poténcia suficiente para bombear uma solucdo muito viscosa, que
inviabiliza o processo de eletrofiacdo (KULKARNI et al., 2010; COLLINS et al., 2012).

A tensdo superficial esta relacionada com a formacgdo do cone de Taylor. A tensdo
aplicada tem que ser alta suficiente para que as forcas eletrostaticas superem a tensdo superficial
da gota, e a partir dessa voltagem (voltagem critica), o processo de fiacdo € iniciado (COSTA
etal., 2012).

Varios solventes podem contribuir com diferentes tensdes superficiais. Quando existe
uma concentracdo alta de moléculas de solventes livres, ha uma tendéncia das moléculas do
solvente se agregarem e adquirirem uma forma esférica devido a tensdo superficial. Ja uma
viscosidade elevada permite uma maior interacdo entre moléculas do solvente e do polimero.
Sob influéncia das cargas, o jato polimérico sofre elongacdo e as moléculas dos solventes se
espalham sobre o polimero emaranhado, reduzindo a possibilidade da unido das moléculas do
solvente sob influéncia da tensdo superficial (BHARDWAJ e KUNDU, 2010).

A condutividade elétrica esta ligada a quantidade de carga na solucdo. Uma maior
condutividade com adicdo de sais nas solucdes possibilita maior fluidez de carga e uma
aceleracdo eletrostatica maior, sob mesmo campo elétrico (RAMAKRISHNA et al., 2005), ou
seja, o tipo de polimero utilizado, solvente e a disponibilidade de sais ionizaveis determinam a
condutividade elétrica na solu¢do. O aumento da condutividade elétrica da solucdo diminui
significativamente o didmetro das nanofibras eletrofiadas e o nimero de defeitos, enquanto que
a baixa condutividade da solucdo forma um alongamento insuficiente do jato pela forca elétrica
para formacdo de fibras uniformes e livres de granulos (BHARDWAJ e KUNDU, 2010).

Todos esses fatores ligados a concentracao dos polimeros na solucéo, o tipo de solvente
utilizado, a condutividade e a tenséo aplicada controlam o didmetro das fibras (BAJI et al.,
2010).

3.1.2 Parametros do processo

A tenséo aplicada entre a agulha contendo a solucgéo e o coletor é facilmente ajustada e
crucial na eletrofiacdo. Assim que a forca eletrostatica supera a tensdo superficial da solugéo, a
alta tensdo ird induzir cargas na solucéo junto com o campo elétrico externo (BAJl et al., 2010).
Dependendo das propriedades da solucgéo e da distancia de trabalho, os campos elétricos
no processo de eletrofiacdo ocorrem na ordem de 1-5kV/cm. Isso significa trabalhar com
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tensdes na ordem quilovolts, podendo variar entre 1 a 30 kV, para distancias entre 5 a 30 cm
(ALCOBIA, 2013).

Na maioria dos casos, uma tensdo mais elevada provoca uma elongacdo da solucgédo
devido a maiores forcas eletrostaticas no jato, como também um forte campo elétrico, o que
implica em reducdo no didmetro das fibras e uma répida evaporagdo do solvente. Assim, a
tensdo influencia no didmetro das fibras, mas juntamente com a concentragdo da solucdo do
polimero e a distancia entre a ponta da agulha e a placa coletora metalica (BHARDWAJ e
KUNDU, 2010).

A vazdo da solucdo determina a quantidade de solucdo disponivel para a eletrofiacao.
Quando ocorre um aumento da taxa de alimentagdo, aumenta-se o diametro das fibras ou o
tamanho das estruturas globulares ja que ha um aumento do fluxo da solucéo que ¢ ejetada da
ponta da agulha (WANG et al., 2004). Vazdo elevada necessita de um tempo maior para
vaporizacao do solvente para néo originar fibras com defeitos (HUANG et al., 2003). Para que
o0 solvente tenha tempo suficiente para evaporar, o ideal é que o fluxo seja continuo e a taxa de
alimentacdo seja baixa (WANG et al., 2004).

A temperatura da solucdo aumenta a taxa de evaporacdo do solvente e reduz a
viscosidade na solucdo polimérica. Em casos em que ocorre a presenca de substancias
bioldgicas, tais como enzimas ou proteinas adicionadas na solugdo poliméricas, tais substancias
podem perder sua atividade biol6gica em elevadas temperaturas (DEMIR et al., 2002).

O diametro interno da agulha tem efeito sobre o processo de eletrofiacdo. Quando o
volume da gota na ponta da agulha é reduzido com a reducdo do didmetro da agulha, a tenséo
superficial da gota aumenta. Para a mesma tensao fornecida, a forca eletrostatica deve ser maior
para que se inicie o jato. Um coletor metalico cilindrico em rotacdo é muito utilizado para
obtencdo de nanofibras alinhadas. A tracdo fornecida pela velocidade de rotacdo do cilindro €
0 mecanismo que define o alinhamento dessas fibras (BAJI et al., 2010). Quando o cilindro
apresenta uma rotacdo baixa ndo ha mecanismo de alinhamento das fibras, as quais acabam por
apresentar formas aleatérias. E necessaria uma distancia minima entre a agulha e a placa
coletora para que haja tempo suficiente para evaporar o solvente antes de atingir a placa coletora
(SILL e RECUM, 2008), e um valor maximo para que o campo elétrico estabilize o cone de
Taylor, e consequentemente a formagdo de nanofibras (COSTA et al., 2012). Em distancias
muito proximas ou muito afastadas, pode ser observada a presenca de granulos ao invés de
fibras (KULKARNI et al., 2010).
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3.1.3 Parametros ambientais

Os parametros ambientais, como umidade, temperatura e composi¢do do ar também
podem influenciar na formacé&o e morfologia das nanofibras (MEDEIROS et al., 2009). Por isso
é interessante realizar o processo de eletrofiacdo em um ambiente em condigdes controladas. O
nivel de umidade e gases atmosféricos pode afetar a taxa de evaporacdo de solventes a base de
agua. Em um ambiente rico em &gua, é observada a formagdo de uma pele com contornos bem
definidos ao redor do jato eletrofiado, enquanto que em uma situagao oposta, uma fina estrutura

permite uma evaporacéo rapida do solvente (COLLINS et al., 2012).

3.1.4 Aplicacbes na area biomédica

A técnica de eletrofiacdo € bem versatil, o que possibilita o processamento de diferentes
materiais sintéticos ou naturais, com ou sem adic¢Ges de substancias bioldgicas como fatores de
crescimento, proteinas e elementos de matriz extracelular (HUANG et al., 2003; BHARDWAJ
e KUNDU, 2010). Tais caracteristicas permitem a producéo de materiais para as mais variadas
aplicacdes tecnologicas, como producdo de biossensores, geracdo de energia, filtros de alta
eficiéncia, dispositivos eletronicos, entre outros (COSTA et al.,2012; ALCOBIA, 2013). E
importante destacar o uso da eletrofiacdo para aplicacdes biomédicas, como a engenharia de
tecidos, liberacdo de drogas, curativos, imobilizagdo de enzimas, etc.

A engenharia de tecidos ou medicina regenerativa € um campo interdisciplinar que
envolve conhecimentos da quimica, medicina, biologia, engenharia e ciéncia dos materiais. A
engenharia de tecidos faz uso de trés componentes bésicos, a saber: células, scaffolds e
biomoléculas (JANG et al., 2009).

As estruturas das nanofibras eletrofiadas apresentam dimens@es que se assemelham a
dos componentes extracelulares do corpo humano (COSTA et al.,2012). Quando a matriz
celular é destruida por doencas, ferimentos ou defeitos congénitos, o uso de scaffolds para
regenerar uma nova matriz celular pode oferecer suporte para as células, posterior integracdo
ao tecido ativo e proporcionar a vascularizacao, sem resposta imune agressiva (AGARWAL et
al.,2008; KAI et al., 2014). Os scaffolds também podem fornecer suporte mecanico e serem
usados como meio para liberacdo de antibioticos ou fatores de crescimento para acelerar o
crescimento do tecido, cura ou para prevenir infec¢cdes (DASH e KONKIMALLA, 2012).

Nas aplicacOes de engenharia de tecidos, muitas vezes o uso de fibras eletrofiadas
envolve vérias consideragdes, incluindo a escolha do material, a orientacdo das fibras,

porosidade, modificacdo da superficie e aplicacdo nos tecidos (KAI et al., 2014). Os materiais
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naturais e sintéticos (biodegradaveis e ndo-biodegradaveis), bem como misturas de dois
polimeros, podem proporcionar uma oOtima combinacdo de propriedades mecénicas, entre
outras, que sdo semelhantes as do tecido que se pretende substituir. A porosidade garante uma
eficiéncia no transporte dos nutrientes e oxigénio aos tecidos, mas ndo deve ser excessiva para
comprometer a estabilidade mecénica dos scaffolds (CUNHA et al., 2011).

Variando-se os parametros de processamento, a flexibilidade na selecdo dos materiais e
capacidade de controlar suas propriedades, os scaffolds podem ser otimizados para cada
aplicacdo especifica, até mesmo modificar as superficies com moléculas bioativas (SILL e
RECUM, 2008; KULKARNI et al., 2010).

Ao escolher um material para uma aplicacdo de engenharia de tecidos, ele deve ser
biocompativel com todos os elementos celulares. A toxicidade, assim como respostas
inflamatdrias e imunes devem ser minimizadas, para propiciar uma interacdo celular favoravel
a regeneracdo. Além disso, os biomateriais devem ser biodegradaveis e biorreabsorviveis para
evitar inflamacéao prolongada (CUNHA et al., 2011).

Pesquisas iniciais em biocompatibilidade com a utilizacdo de materiais bioinertes
tentam reduzir interacdes especificas, onde esse material apresenta poucas interacdes
especificas com o meio envolvido, incluindo os tecidos ou fluidos circundantes extracelulares
(VATANKHAH et al., 2014). Por outro lado, a incorporacdo de materiais bioativos pode
interagir com o ambiente bioldgico facilitando a regeneracdo celular (VATANKHAH et al.,
2014). Esses materiais bioativos podem apresentar fatores como o de crescimento celular,
estimuladores de angiogénese, proteinas, gene, etc. (HERNANDEZ et al., 2010).

A escolha de um material biodegradavel permite eliminar uma segunda cirurgia para a
remocéo do material implantado (SILL e RECUM, 2008; OREFICE et al., 2012). Portanto, na
engenharia de tecidos, é possivel a criacdo de scaffolds reprodutiveis e biocompativeis para
reparacao de tecidos vascular, 6sseo, neural, pele, tenddo/ligamentos entre outros (KULKARNI
etal., 2010; OREFICE et al., 2012; KAl et al., 2014).

Do ponto de vista bioldgico, quase todos os tecidos e érgdos humanos sdo depositados
em forma de nanofibras ou estruturas. Exemplos incluem: 0ssos, dentina, colageno, cartilagem,
pele. Todos eles sdo caracterizados por uma matriz organizada hierarquica de estruturas fibrosas
realinhadas em escala nanometrica. Nas Ultimas décadas as pesquisas concentraram-se
principalmente na fabricacdo de nanofibras para aplicacdes em bioengenharia. (HUANG et al,
2003).
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3.1.5 Préteses Médicas

Nanofibras poliméricas fabricadas via eletrofiacdo tém sido propostas para um nimero
de aplicacGes em proteses de tecidos moles, tais como vasos sanguineos, de mama, entre outras.
Além disso, nanofibras fiadas de polimero biocompativel podem ser também depositadas como
uma pelicula fina porosa para um dispositivo de tecido duro protético concebido para ser
implantado no corpo humano. Esta pelicula de revestimento funciona como um dispositivo de
estrutura fibrosa em interface entre a protese e os tecidos do hospedeiro, e é esperado que reduza
eficientemente o desgaste na interface tecido/dispositivo e, consequentemente, evite a falha do
dispositivo ap6s o implante (HUANG et al, 2003).

3.1.6 Engenharia Tecidual

Para o tratamento de tecidos ou 6rgdos em mal funcionamento no corpo humano, um
dos desafios para o campo de engenharia de tecidos/biomateriais € o estudo de
scaffolds/matrizes sintéticas que podem imitar a estrutura e fungdes bioldgicas da matriz
extracelular (ECM). As células humanas podem se anexar e organizar em torno de fibras com
didmetros menores do que os das células. Portanto, scaffolds fibrosos em nanoescala podem
proporcionar um modelo ideal para as células migrarem e crescerem ao seu redor. A
regeneracdo bem-sucedida de tecidos e o6rgdos bioldgicos chama a atencdo para o
desenvolvimento de estruturas fibrosas com arquiteturas de fibras benéficas para deposicao e
proliferacdo celular. O interesse na engenharia de tecidos é voltado para a criacdo de scaffolds
reprodutiveis e biocompativeis resultando em biocompdsitos de matriz polimérica para
procedimentos de reparacdo tecidual e varios procedimentos de substituicdo ou reparacdo
tecidual (HUANG et al, 2003; SILL, RECUM, 2008; KULKARNI et al, 2010).

3.1.7 Curativo

Um curativo ideal deve conferir protecdo a ferida contra micro-organismos externos,
agressGes quimicas e fisicas, assim como a promocdo da epitelizacdo e da cicatrizacdo,
estimulando ades&o, diferenciacdo e proliferacdo celular. Ressalta-se que nos ultimos anos
diferentes tipos de curativos foram desenvolvidos, entre eles se destacam filmes, hidrocoloides,
hidrogéis, micro e nanofibras. O mecanismo de propriedades curativas dos biomateriais esta se
tornando um ponto estimulo a pesquisa (CARBONI et al., 2019; MIGUEL et al., 2019).

As membranas nanofibrosas confeccionadas por eletrofiacdo possuem propriedades

intrinsecas como elevada razdo de area superficial/volume, também elevada microporosidade e
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a semelhanca estrutural com a matriz extracelular da pele e suas aplicacdes em feridas séo
consideradas promissoras (MIGUEL et al., 2019; CARBONI et al., 2019)

Nanofibras poliméricas também podem ser usadas para o tratamento de feridas ou
qgueimaduras da pele humana, bem como concebido para dispositivos hemostaticos com
algumas caracteristicas Unicas. Com o auxilio do campo elétrico, fibras finas de polimeros
biodegradaveis podem ser diretamente colocadas no local da ferida da pele para formar uma
densa esteira fibrosa, que pode curar as feridas, incentivando a formacao e crescimento normal
da pele. Membranas de nanofibras para curativos normalmente tém tamanhos de poros que
variam de 500 nm a 1 mm, suficientemente pequena para proteger a ferida da penetragéo
bacteriana. A eficiéncia de um filtro aumenta com a diminuig&o de diametro da fibra (HUANG
et al, 2003; BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

3.2 Poli (e-Caprolactona) — PCL

A poli(e-caprolactona) — PCL foi um dos primeiros polimeros sintetizados pelo grupo
de Carothers no inicio de 1930 (SINHA et al., 2004), sendo que sua biodegradacdo comecou a
ser estudada em 1973 e tem sido até hoje um polimero estudado na area de biomateriais
biodegradaveis, mais especificamente reabsorviveis, ou seja, materiais poliméricos e
dispositivos sélidos que mostram ter degradacédo resultando na reducéo de tamanho e que sao
reabsorvidos in vivo, sendo desta forma eliminados do corpo por vias metabdlicas, como a via
do ciclo do &cido citrico (SISSON, 2013).

Woodruff e Hutmacher (2010), afirmaram que de 1970 a 1980 os polimeros
reabsorviveis ganharam um destague muito grande na area de biomateriais e a PCL ganhou
relevancia, sendo utilizada extensivamente como dispositivo de entrega de drogas, porém foi
substituida por polimeros que sdo reabsorviveis mais rapidamente, ja que a degradagdo da PCL
é naturalmente lenta, podendo levar de 2 a 4 anos (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010).

A PCL é um poliéster alifatico biodegradavel, de cadeia linear, ou seja, ndo possui
grupos laterais volumosos. E semicristalino, com grau de cristalinidade de 50%, podendo
atingir até 0s 69% (AIRES, 2012). Por ser um polimero semicristalino € mais resistente e duro,
devido suas fortes interacfes intermoleculares e como as regides cristalinas espalham a luz, a
PCL é mais opaca, caracteristica dos polimeros semicristalinos (DA SILVA, 2012). De carater
hidrofobico (ALBINI, 2012), possui uma baixa temperatura de fusdo (Tm = 60°C), o que pode
gerar problemas durante o processamento (SERRANO, 2004). Tem uma temperatura de
cristalizagdo que pode variar de 39 a47°C (PLIVELIC et al, 2005). Contudo, devido a sua baixa
temperatura de transicdo vitrea (Tg = -60 °C) e habilidade para aumentar a mobilidade
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molecular de outros polimeros, a PCL tem sido usada como plastificante polimérico
(WESSLER, 2007; AMASS et. al, 1998; SOLOMAO, 2011).

A PCL possui boas propriedades mecanicas como resisténcia a tracdo e alongamento,
sendo biocompativel, biodegradavel e apresenta facilidade em formar blendas com outros
polimeros (NAIR; LAURENCIN, 2007).

Segundo Gongalves (2015) a poli (e-caprolactona) ou policaprolactona (PCL) pode ser
sintetizada de duas maneiras. Através da policondensacdo de um &cido hidrocarboxilico, ou por
polimerizacdo através da abertura de anel de e-caprolactona utilizando os mecanismos de
iniciacdo i0nica, que formam radicais livres que se combinam com 0 mondmero e ddo origem
ao crescimento da cadeia, para entdo obter a unidade repetitiva. Na figura 4, € possivel observar

a polimerizacdo da PCL com o iniciador octanoato estanhoso — Sn(Oct).

-] Sn(O¢t), PCT

Figura 4: Polimerizacdo da PCL com o iniciador octanoato estanhoso - Sn(Oct). Fonte: Gongalves, 2015.

Segundo Da Silva (2012), sua hidrofobicidade é resultado da presenca de grupos
metilénicos ndo polares e um grupo éster, relativamente polar, em cada unidade que se repete,
além de outras qualidades que estdo associadas a PCL como sua alta permeabilidade, alta
solubilidade em solventes organicos e sua estabilidade ao calor. Mencionando a solubilidade
como uma das qualidades da PCL, Bordes e colaboradores (2010) avaliaram qualitativamente
a solubilidade deste polimero com diferentes massas molares e em diversos solventes, na
tentativa de substituir o diclorometano, um solvente com alto grau de toxicidade, por solventes
menos toXicos.

A PCL é soluvel em varios solventes organicos, dentre eles destacam-se: tetracloreto de
carbono, cloroférmio, tolueno, benzeno, ciclohexano e 2-nitropropano em temperatura
ambiente. A pouca solubilidade ocorre nos seguintes solventes: acetona, 2-butanona, acetato de
etila, dimetilformamida. E insoltvel em alcoois isopropanol, 1- butanol, 2-butanol, 1-propanol,
e em éter de petrdleo e dietilico (SANTOS, 2015; SINHA et al., 2004).

Em funcdo de inimeros estudos realizados com a policaprolactona, incluindo testes de
biocompatibilidade in vitro e in vivo, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso
de PCL em aplicagdes exclusivas no corpo humano, como por exemplo, liberagdo controlada
de medicamentos (KHOR, 2002; WOODRUFF;, HUTMACHER, 2010). Portanto, a
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policaprolactona é reconhecidamente promissora como material de liberacdo controlada de
farmacos (WILLIAMS, 2005).

Segundo Dash (2012), estudos realizados sobre o desenvolvimento de matrizes para
liberacdo controlada de farmacos utilizando o polimero PCL ja foram patenteados e estdo na
fase de testes clinicos e pré-clinicos. Os pesquisadores da area de liberagdo controlada de
farmacos reportam que a PCL possui baixa toxicidade e boa interacdo com vérios farmacos
(DA SILVA, 2012).

3.3 Polimeros em sistemas de liberacéo controlada de farmacos

O termo “farmaco” engloba todos compostos bioativos administrados com intuito
terapéutico, desde moléculas de baixo peso molecular até proteinas e material genético. Ao
administrar um farmaco a um ser humano, apenas uma pequena fracdo da dose atinge o tecido
alvo, pois a maior parte é desperdicada, devido a distribuicdo por outros tecidos e a sua
metabolizacdo ou excrecdo antes de atingir o local de acdo (COIMBRA, 2010).

Os sistemas de liberacdo de farmacos sdo classificados de acordo com algumas
caracteristicas do proprio sistema, como por exemplo, os medicamentos tradicionais e 0s
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, (que pode ser considerado inovador)
(VILLANOVA et al., 2010).

Nesta classificacdo os medicamentos tradicionais sdo caracterizados por apresentarem
liberagdo imediata do farmaco. S&o extensivamente usados e séo disponiveis comercialmente
ha varios anos; sdo de facil preparacdo, uma vez que sua producdo é relativamente simples, pois
ndo requer componentes e equipamentos sofisticados (SWARBRICK, 2007).

Por definicéo, Sistema de Liberacdo de Farmaco (SLF) ou Drug Delivery System (DDS)
apresenta liberacdo modificada do farmaco; a fabricacdo destes requer, muitas vezes, 0 emprego
de equipamentos, processos e componentes especificos (AULTON, 2005). Os sistemas de
liberacdo controlada estdo em crescente desenvolvimento de novas tecnologias que oferecem
vantagens adicionais para controle da velocidade de difusdo de farmacos. Dentre as quais o
emprego de menores quantidades das substancias farmacoldgicas, a diminuicdo de efeitos
adversos locais e sistémicos, protecdo do farmaco, melhoria da eficiéncia do tratamento, maior
resposta terapéutica, aumento da biodisponibilidade de alguns farmacos e em alguns casos,
reducdo de custos (KIM, 2000; COIMBRA 2010).

Estes sistemas sdo classificados a partir de critérios especificos, como por exemplo, a
classe de materiais utilizados (poliméricos ou ndo poliméricos), estado fisico (liquidos,

semissolidos ou solidos), o tipo de agente terapéutico incorporado no sistema (moléculas de
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baixo peso molecular, proteinas, material genético), via de administracdo, forma como o
farmaco se encontra imobilizado no sistema e a natureza do mecanismo que controla a
libertacdo deste, etc. (KIM et. al., 2009).

Segundo Coimbra (2010), desenvolver um sistema de liberacdo eficaz é bastante
complexo, pois é necessario conhecer e integrar uma série de aspectos, como exemplo: as
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas do farmaco; a via de
administracdo e as consequentes barreiras fisioldgicas e bioguimicas impostas a absorcdo do
farmaco; as propriedades do material/materiais base do sistema: propriedades fisico-quimicas,
biocompatibilidade, comportamento in vivo, intera¢cdes com o farmaco, etc.

Os materiais poliméricos sdo a classe de materiais mais investigada no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada, e por esta razdo, atualmente existe um
grande crescimento de pesquisas para o desenvolvimento de novas tecnologias cada vez mais
sofisticadas e eficientes, bem como o desenvolvimento de propriedades cada vez mais
especificas (KIM et al., 2009).

Existem varias propriedades dos polimeros que sdo exploradas em medicamentos, e é
importante conhecer a terminologia empregada para caracterizar os polimeros para auxiliar no
esclarecimento da aplicabilidade dos materiais em dado sistema de liberagdo (VILLANOVA,
2010). Alguns exemplos destas terminologias s&o: polimeros bioadesivos, que sdo materiais
capazes de se ligarem a substratos bioldgicos de duas maneiras: aderindo a camada mucosa
(mucoadesivos) ou a membrana celular (citoadesivos) (ASANE, 2008); Os hidrogéis sao
estruturas poliméricas tridimensionais contendo elevada quantidade de agua (TANAKA, 2005);
polimeros bioativos sdo aqueles capazes de interagir com receptores celulares, via
reconhecimento bioldgico, proporcionando respostas especificas (JEDLINSKI, 2000);
polimeros terapéuticos sdo aqueles aos quais sdo atribuidas propriedades terapéuticas (LIU et
a.l, 2009); e por fim, os polimeros biodegradaveis, que podem ser definidos como aqueles que
sofrem degradacdo macromolecular in vivo, por acdo de enzimas, microrganismos ou células
(BARBANTI et al., 2005).

Portanto, € necessario determinar a viabilidade de um polimero para esta aplica¢do no
sistema de liberagéo controlada. Coimbra (2010) afirma que estes materiais e seus produtos de
degradacdo ndo devem ser toxicos, e que apresentem uma boa biocompatibilidade, e
principalmente determinem as propriedades hidrofilicas/hidrofobicas dos polimeros para
aplicacdo especifica, pois 0s sistemas vivos sdo compostos majoritariamente por agua.

Outro requisito fundamental para determinar a viabilidade de um polimero para estes

sistemas é a forma como este se degrada (ou ndo) in vivo, ou seja, se este € biodegradavel ou
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ndo. Um polimero pode ser definido como biodegradavel quando sofre degradacdo quimica in
vivo, por hidrdlise ou acdo enzimaética, originando produtos ndo toxicos e biocompativeis
capazes de serem metabolizados e excretados pelas vias fisiologicas normais (SALTZMAN,
2001).

3.4 Esterilizagdo a temperatura ambiente utilizando o gas 0z6nio

Garantir a esterilidade de todo e qualquer material ou dispositivo medico é essencial,
para isso, faz-se necessario utilizar de um método que empregue um agente esterilizante
penetrante no material sem deixar residuos indesejaveis bem como comprovar a eficacia da
esterilizacdo (MOAT et al., 2009; BRASIL, 2010; BRASIL, 2012; REDIGUIERI, 2016).

E necessario que todo material médico de uso externo ou implantavel tenha a
esterilidade comprovada para ser aplicada clinicamente. Existem métodos fisicos e quimicos
para esterilizacdo de materiais e dispositivos méedicos. Os métodos quimicos, que utilizam
oxido de etileno, 0zdnio e outros, sdo usados para materiais termossensiveis, ou seja, materiais
gue ndo suportam métodos de esterilizacdo fisicos, 0s quais empregam altas temperaturas em
vapor saturado sob press&o ou calor seco (FARMACOPEIA, 2010; REDIGUIERI, 2016).

Neste sentido, o gas ozonio (O3) se destaca por seu elevado poder oxidante. E um gas
instavel, parcialmente solivel em &gua e possui odor caracteristico. Este gas age contra uma
significativa variedade de microrganismo patogénicos, inclusive protozoarios bactérias e virus,
sendo considerado um agente germicida que excede o cloro. O 0z6nio ganhou notoriedade nas
ultimas décadas em funcdo da implementacdo de padrdes cada vez mais rigidos e restritos em
relacéo aos subprodutos da cloracdo. E importante salientar que ao contrario do cloro, o 0zénio
ndo forma subprodutos halogenados com a matéria organica, mas pode induzir a formacéo de
outros subprodutos organicos e inorganicos (FARMACOPEIA, 2010; REDIGUIERI, 2016).

Na industria de alimentos, 0 0zdnio pode ser utilizado em processos de sanitizacdo de
superficies e equipamentos, bem como no uso direto sobre as matérias-primas com o objetivo
de inativar microrganismos e aumentar o tempo de vida util dos produtos alimenticios
(REDIGUIERI, 2016).

O ozonio por se caracterizar como forte agente oxidante é aplicado no controle de odor
e oxidagdo quimica. A acdo antimicrobiana do 0z0nio é decorrente do ataque atraves da
oxidacdo dos glicolipidios, glicoproteinas e aminoécidos da parede e membrana celulares
microbiana, alterando a permeabilidade celular e causando sua rdpida quebra e inibi¢do da

atividade respiratoria e reprodutiva dos microrganismos (KIM, 1999).
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A molécula de ozbnio é produzida a partir do oxigénio elementar e tem caréater
metaestavel (LAPOLLI et al., 2003; LANGLAIS; RECKHOW; BRINK, 1991). A Figura 5

apresenta as possiveis formas da estrutura molecular do 0z6nio devido a ressonancia eletronica.
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Figura 5: Estrutura molecular do 0zénio devido a ressonéncia eletrdnica. Fonte: Silva, 2012.

O oz6nio a temperatura ambiente e em baixas concentrac@es, apresenta-se como um gas
incolor; ja& em altas concentracfes adquire uma coloracdo azulada. Com o aumento da
temperatura, 0 0zonio tem sua solubilidade em &gua reduzida, tornando-se menos estavel
(SILVEIRA, 2004; LAPOLLI et al., 2003; TANAKA, 1999; LANGLAIS; RECKHOW,
BRINK, 1991). Porém, o aumento na temperatura ndo altera expressivamente a taxa de
desinfeccdo do 0zénio, com isso percebe-se que a desinfec¢do é relativamente independente da
temperatura (SILVEIRA, 2004; LAPOLLI et al., 2003; USEPA, 1999; LANGLAIS;
RECKHOW; BRINK, 1991).

A reacdo global para geracdo do ozonio a partir do oxigénio.

302> 203 AH =+ 284,5 kJ/mol Equacédo 1

A equacdo 1 é altamente endotérmica e ndo € espontanea (AG = + 161,3 kJ/mol), isto
porgue 0 0zonio ndo pode ser gerado pela ativacdo térmica do oxigénio, uma vez que 0 0zonio
se decompde rapidamente quando aquecido (VIDAL, 2003). O oz6nio é formado naturalmente
na estratosfera em pequenas quantidades (0,05 mg/L) pela a¢ao da radiacao ultravioleta do sol
sobre 0 oxigénio. Uma pequena quantidade de ozénio também € formada na troposfera como
subproduto das reacfes fotoquimicas entre hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio que sdo
lancados por automaveis, industrias, florestas e acdo vulcanica. Porém, o gas produzido é muito
instavel e decompde-se rapidamente no ar (PRESTES, 2007).

Para a geracdo de ozonio, deve-se dividir primeiramente uma molécula de oxigénio
diatbmico. O oxigénio livre resultante da quebra da molécula de oxigénio pode reagir com

outras moléculas de oxigénio para formar as moléculas de ozénio. Porém, para quebrar a
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molécula de oxigénio uma grande quantidade de energia € requerida (RUSSEL; HUGO;
AVLIFFE, 1999; TANAKA, 1999).

3.5 Acidos Graxos Essenciais

Oleos de origem vegetal sdo utilizados em ferimentos, principalmente em paises da
Ameérica Latina (PIEPER, 2003). Nestes 0leos, os acidos graxos mais abundantes sdo o oléico,
linoléico e linolénico. A maioria dos estudos que abordam o tema acidos graxos e cicatrizacéo
foram realizados na América do Sul, destacando-se o Brasil, e poucos estdo publicados em
revistas de circulagéo internacional (HATANAKA, 2007).

Os acidos graxos formam uma classe de compostos que contém uma longa cadeia
hidrocarbonada e um grupamento carboxila terminal. Apresentam trés funcGes principais: sao
componentes estruturais das membranas bioldgicas; atuam como precursores de mensageiros
intracelulares e sdo oxidados, nesse caso, gerando adenosina trifosfato (ATP) (FERREIRA et
al., 2011).

A partir do inicio da década de 1970, foram realizados estudos demonstrando os efeitos
dos &cidos graxos sobre a resposta imune. Tais metabolitos interferem em diversos passos do
processo inflamat6rio como contragdo vascular, quimiotaxia, adesdo, diapedese, ativacdo e
morte celular, sendo que a maioria destes eventos ocorre via derivados do &cido araquidénico
como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas (HATANAKA, 2007).

Existem diversos tipos de &cidos graxos, mas se tratando de tratamento de feridas, o
acido linoléico e o acido linolénico sdo os mais importantes, pois ndo podem ser sintetizados
pelos mamiferos, por ndo possuirem a enzima delta 9-dessaturase, sendo assim chamados de
acidos graxos essenciais - AGE (MAHAN LK, ESCOTT-STUMP, 2005).

Produtos a base de AGE para tratamento de feridas podem conter um ou os dois AGE,
acrescidos de outras substancias, tais como a vitamina A (Figura 6) e E (Figura 7) ou integrar
formulagdes de triglicérides de cadeia média (TCM). Este Gltimo contém em sua estrutura
predominantemente acidos graxos com oito carbonos (caprilico), dez carbonos (caprico), seis
carbonos (caproico) e doze carbonos (acido laurico). O triacilglicerol dos acidos caprico e

caprilico merece atencéo especial como ésteres (FERREIRA et al., 2011).
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Figura 6: Estrutura Quimica da Vitamina A. Fonte: Nascimento, 2016.
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Figura 7: Estrutura Quimica da Vitamina E. Fonte: Farias, 2012.

Em sendo classificado como triglicérides de cadeia média, os acidos graxos essenciais
sdo uteis como fonte nutricional, solvente, veiculos e estabilizador de produtos a ser
administrado por via oral, topica ou parenteral. Podem ter usos no tratamento e prevencao da
dermatite amoniacal e Ulceras por pressdo, formando uma barreira protetora para a pele,
impedindo maceracdo, sdo de grande importancia nos processos de inflamacdo celular,
proporcionando alivio ap6s a primeira aplicagéo e nutrigdo celular local, além de ter uma grande
capacidade de regeneracéo dos tecidos (MAGALHAES et al., 2008). Todos estes componentes,
acidos graxos e as vitaminas A e E, agem de forma a aumentar a resposta imune, acelerando o
processo inflamatorio, e consequentemente estimulando o processo de cicatrizacao por meio da
angiogénese e da epitelizacdo (DE NARDI et al., 2004).

Estudos tém mostrado que 6leos ricos em AGE também possuem vitaminas importantes,
como por exemplo, as vitaminas A e E que possuem propriedades antioxidantes e protegem a
membrana celular do ataque dos radicais livres. (EHRLINCH etal., 1968; HAMU et al., 1999).

O &cido linoléico ou Omega 6 (Figura 8), exerce um importante papel quimiotaxico para
macrofagos, sendo fundamental na expressdo de componentes do sistema fibrinolitico
(regulacdo da producdo de colagenase); favorece o desbridamento autolitico no leito da ferida
por contribuir com a producdo de metaloproteinas, induzindo a granulacdo e podendo acelerar
0 processo de cicatrizacdo. Foi observado que o &cido linoléico é capaz de inibir o crescimento
de Staphylococcus aureus, alterando as sinteses de proteinas, parede celular, cidos nucléicos
e membranas celulares durante a divisdo (GREENWAY et al., 1979; DECLAIR, 2002).

O 4cido linolénico ou Omega 3 (Figura 8), é o lipidio encontrado em maior quantidade
na camada epidérmica, é importante no transporte de gorduras, favorece a manutencdo da
integridade da barreira de permeabilidade epidérmica e acelera os processos cicatriciais. Essa
substancia age como modulador da membrana celular protegendo a lesdo e agindo como
imundgeno local; é um protetor da pele contra agentes quimicos e enzimaticos; protege a pele
das acdes macerativas da umidade, diurese e fezes (FERREIRA et al., 2011).

Pelo fato de ser um lipidio que forma naturalmente uma barreira de impermeabilidade

para a pele, age como importante agente restaurador tecidual (por promover quimiotaxia e
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angiogénese, pela manutencdo do meio Umido e aceleragdo do processo de granulacéo tecidual),
ainda, protege a pele contra infecgfes por Staphylococus aureus; regula a permeabilidade da
barreira de 4gua da pele e proporciona a nutri¢éo celular local (HAMU et al., 1999, DECLAIR,
2002; BAJAY et al., 2003).

O écido oléico ou 6mega 9 (Figura 8), é um acido carboxilico, por possuir um grupo
funcional COOH. O &cido oléico € um acido graxo de cadeia longa, possuindo 18 carbonos na
sua estrutura. Por possuir uma dupla ligacdo entre os carbonos, é chamado de acido graxo
insaturado. Os &cidos graxos sdo uma classe de compostos organicos que constituem o0s
lipideos, os quais sdo vitais na construcdo da membrana celular, estando presente na epiderme,
a qual protege e faz parte da barreira da pele, evitando a sua desidratacdo por perda de &gua
transdérmica (HAMU et al., 1999, DECLAIR, 2002; BAJAY et al., 2003).
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Figura 8: Estrutura quimica dos acidos Oléico, Linoléico e Linolénico. Fonte: Farias, 2012.

O 6leo curativo AGE Essencial Curatec foi utilizado nessa pesquisa. E utilizado na
prevencio e tratamento de feridas. E um 6leo extraido de sementes de girassol rico em Acidos
Graxos Essenciais (AGES), contendo ainda Triglicerideos de Cadeia Média — TCM, Vitaminas
A e E e lecitina de soja que, em conjunto, agem na hidratacdo preventiva, além de possuirem
propriedades emolientes que protegem a pele e auxiliam no processo de cicatrizacdo de feridas
(CURATEC, 2020).

3.6 Heparina Sddica

A heparina € um polissacarideo sulfatado, usado hd mais de 50 anos como droga

anticoagulante. Esse polimero, obtido a partir de tecidos animais, seja atraves da mucosa
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intestinal suina ou, raramente, pulm&o bovino, é o segundo agente terapéutico natural mais
utilizado no mundo, superado apenas pela insulina. Foi também gracas a descoberta da heparina
que ocorreu um dos avangos mais importantes para o desenvolvimento das cirurgias cardiacas,
com utilizacdo da circulagéo extracorporea (CRAFOORD, 1941; JIN et al., 1997).

A elucidacgdo da estrutura quimica da heparina, Figura 6, tem sido relacionada com o
tipo de ligacdo glicosidica, o contetdo de enxofre e grupo sulfaminos, grupos carboxilicos e
outros grupos, e a quantidade de ramificacfes. Extraida de fontes naturais, a heparina origina-
se nas células mastocitos dos tecidos conectivos (ERLICHE e STIVALA, 1973). O contetdo
de enxofre da heparina tem sido mostrado estar associado a sua atividade anticoagulante.
(ERLICH, 1973).

H  HNSO,

Figura 9: Unidade repetida do dissacarideo de heparina. Fonte: Devlin, 2002.

Desde a sua descoberta em 1916 por Mc Lean, muitos estudos tém sido feitos com
relacdo a sua estrutura quimica e sua farmacologia. Com relagéo aos aspectos fisico-quimicos,
a heparina comporta-se como polieletrélito em solucdes aquosas devido a sua densidade de
carga altamente negativa. As massas molares da heparina variam de 6.000 a 20.000 daltons
(ERLICHE, 1973: JOHNSON et al.,1976).

As suas principais propriedades farmacoldgicas sdo suas atividades anticoagulante no
tratamento de enfarto do miocardio e antitrombose no tratamento de tromboses venosas pos-
operatorias. Tanto in vivo como in vitro, a heparina impede a ativacdo dos fatores de
coagulacdo, mas ela ndo age diretamente sobre os fatores. Em vez disso, a atividade
anticoagulante da heparina é exercida através da interacdo da heparina com um inibidor do
processo de coagulagéo (DEVLIN, 2002).

Em outras palavras, enquanto anticoagulante, a heparina prolonga o tempo de
coagulacao e favorece a fibrindlise. Dissolve trombos localizados e evita a formacdo de novos
coagulos. Acelera a absorcdo de codgulos sanguineos e estimula a regeneracdo do tecido

conjuntivo, e ainda produz vasodilatagdo e melhora a circulagdo sanguinea, combatendo
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manifestacBes de estase. Sua forte carga negativa que atrai e retém moléculas com regides
positivas como: citoquinas, fatores de crescimento fibroblastico e endotelial, moléculas que
controlam a migracdo e adesdo leucocitaria, defensinas e enzimas envolvidas na inflamacéo
(DEVLIN, 2002; ALIMAX, 2014).

A heparina apresenta propriedades imunomoduladoras e ndo unicamente
anticoagulante. Possui atividade benéfica no paciente queimado atraves da acdo angiogénica,
acao anti-inflamatoria, analgésica e possivel acdo cicatrizante: Estudos mostraram uso de
heparina estimula a acdo da colagenase, melhorando muito o remodelamento das lesdes e,
consequentemente, a qualidade da cicatrizagdo e ainda houve redugdo da necessidade de
procedimentos de enxertia quando a heparina € utilizada precocemente (até 24 h) no tratamento
das queimaduras (DEVLIN, 2002; ALIMAX, 2014).
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4. METODOLOGIA

Na Figura 10 pode ser observado um fluxograma que apresenta um esquema do
procedimento experimental desta pesquisa.
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Figura 10: Fluxograma do procedimento experimental.

4.1 Materiais

Utilizou-se PCL com massa molar de 50.000 g/mol e 30.000 g/mol, heparina sodica
5.000 UI/mL, dbleo de girassol rico em &cidos graxos essenciais — AGE da marca comercial
Curatec AGE Essencial, que possui alta concentracao de &cidos graxos essenciais, triglicerideos
de cadeia média e vitaminas A e E. Os solventes utilizados foram cloroférmio (99% de pureza)
e acetona (99,8% de pureza) adquiridos da Biotec Reagentes Analiticos. As seringas utilizadas

foram de modelo SR 10 mL e suas agulhas de 0,8mm de didmetro.

4.2 Métodos
4.2.1 Eletrofiacao

4.2.1.1 Preparacdo e Parametros da Solucdo padréo de PCL

As solucbes foram preparadas com quantidade de cloroférmio e acetona fundamentada
na proporcao de solventes empregadas por Moraes Segundo (2015), onde o cloroférmio foi
utilizado para a solubilizacdo da PCL, e acetona usada como segundo solvente para promover
maior rapidez na evaporacao dos solventes durante o processo de eletrofiacao.

Para solucdo PCL puro os solventes foram pesados em uma balanca analitica
(METTLER TOLEDO - modelo AB204) com propor¢do de 1:1 em massa de solventes
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(equivalente a 3,16 g de cada solvente). Em seguida foram solubilizados em um agitador
magnético (NOVA ETICA - modelo 113) por um periodo de 15 minutos. Adicionou-se entdo
1 g (13,66%) de PCL em pellets com agitacdo mecanica durante um periodo de 16 horas, em

sistema fechado.

4.2.1.2 Determinagéo da concentracdo maxima de AGE na solucéo polimérica de PCL.

Para o estudo da concentragdo maxima de AGE na solucdo polimérica de PCL,
realizaram-se 4 ensaios de eletrofiacdo, os quais continham 0,25 g, 0,50 g, 0,75 g e 1g de 6leo
de girassol. As solucBes foram submetidas a agitacdo mecanica por um periodo de 4 horas.

4.2.1.3 Determinacdo da Concentracdo maxima de HS na solugdo polimérica.

Realizam-se 4 ensaios contendo HS em solucédo polimérica de PCL. As quantidades de
HS usadas foram de 0,10 mL, 0,20 mL, 0,30 mL e 0,40 mL. As solucBes mantiveram-se em

agitacdo mecanica durante um periodo de 8 horas.

4.2.1.4 Parametros do Processo de Eletrofiagdo

Fundamentado nos parametros para o processo de eletrofiacdo de Moraes Segundo
(2015), foram determinados os parametros do processo, como o didmetro da agulha (0,8 mm),
a vazdo volumétrica (8 mL/h) e a distancia de trabalho (distancia entre a agulha e o coletor
metélico de 18 cm). Estes parametros mantiveram-se fixos para todos os ensaios de eletrofiagao.

E de suma importancia ressaltar que a tensdo aplicada & solucdo polimérica também é
um parametro de processo, porém, ndo € possivel manté-la constante, pois a mesma depende
da tensdo superficial de cada solucdo. Os parametros ambientais como a umidade do ar (%) e a
temperatura sdo registrados no momento do processo, portanto, também néo sdo constantes.

O sistema é composto por uma fonte de alta tensdo (3AS Engenharias) com capacidade
de 30 kV, bomba de infusdo altamente sensivel, capacidade de vazdo entre 0,1 a 450mL/h
(SAMTRONIC, ST670) e coletor aterrado estatico de aluminio, conforme Figura 11.
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4.2.2 Esterilizacao utilizando ozonio

Apds a obtencdo das membranas realizou-se a etapa de esterilizacdo utilizando ozonio.
Esse processo foi realizado através de fundamentos apresentados por Rediguieri et al., (2017).
A esterilizacdo das membranas foi realizada no laboratdrio de Pesquisa de Quimica Inorganica
—LPQI, onde utilizou-se uma Glove-Box (caixa acrilica) com atmosfera interior rica em 0zénio,
contendo em seu interior um dessecador, conforme Figura 12, que foram previamente

higienizados com clorexidina a 2% visando o controle de esterilidade do ambiente de trabalho.

Gerador de
Ozonio
Dessecadora

com sistema S
de pressao

- ol
Figura 12: Glove-Box. Fonte: Adaptado de Ricardo, 2020.

O gerador de ozonio utilizado na esterilizacdo foi da marca Podoxi, com vazéo de 6,5
L/min e dosagem méaxima de 150 ppm foi cedido pela empresa Interozone do Brasil, sediada

em Jundiai, Sdo Paulo. As membranas foram depositadas no interior de um dessecador com
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controle de pressdo. Com o auxilio de uma bomba fez-se pressao interna negativa (vacuo) de -
600 mmHg, em seguida, para o periodo de aeracdo, injetou-se 0 gas 0zOnio na concentracao
méaxima do equipamento, alterando a pressao interna até -50 mmHg, sem quebrar o vacuo. O
processo foi repetido 4 vezes com o intervalo de tempo de 5 minutos.

Apos a esterilizacdo, as membranas foram retiradas da dessecadora, (ainda no interior
da Glove-Box) e foram embaladas e seladas a vacuo utilizando uma seladora de marca

Registron, modelo RG — 300 A, conforme mostrado na Figura 13.

Membranas confinadas na Selagem a
dessecadora vacuo

Figura 13: Embalagem & véacuo. Fonte: Adaptado de Ricardo, 2020.

4.2.2.1 Teste de esterilidade

Foram utilizados 3 meios de cultura, Agar-Agar, Agar — Sabouraud e Brain Heart
Infusion (caldo BHI), para testar microrganismos, enterobactérias, pneumococos,
estreptococos, meningococos, fungos, leveduras e ndo fermentadores, bactérias aerobicas e
anaerdbicas. Pesou-se 0 meio de cultura e hidratou-se com H»O destilada, esterilizou-se 0 meio
pelo calor umido em autoclave (121°C por 15 minutos) e distribuiu-se 0 meio de cultura pronto

em placas de petri previamente esterilizadas também em autoclave.



38

O teste foi realizado em triplicata para cada tipo de membrana. Foram utilizadas 4 placas
de petri, sendo 1 placa de controle, e outras 3 contendo 3 discos de amostra para os trés meios

de cultura, conforme Figura 14, abaixo.

Agar- Agar-
Agar Sabouraud

BHI

L
== 9000 00
P
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Figura 14: Teste de esteriliza¢éo.

As placas foram incubadas a 37 °C, por 7 dias em estufa bacteriolégica com a tampa
voltada para baixo para se evitar contaminacdo dos meios de cultura por acimulo de agua de
condensacdo. O teste foi realizado no Laboratério de Bioensaios e Microrganismos da
Amazénia — LABMICRA, situado na Central Analitica de Quimica da UFAM.

4.2.3 Caracterizacdo morfoldgica

Esta etapa foi realizada no Laborat6rio Tematico de Microscopia Otica e Eletrnica do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia — INPA — Campus 11, utilizando o equipamento
da marca TESCAN, modelo VEGA3. As membranas foram metalizadas com ouro utilizando
um metalizador de marca BAL TEC, modelo CPD 050 para obtencdo das micrografias. A

Figura 15 ilustra o equipamento utilizado e as amostras no suporte ja metalizadas com ouro.
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Figura 15: Imagem mostrando as amostras metalizadas com Au e 0 microscépio eletronico de varredura (MEV)
utilizado nessa pesquisa

4.2.3.1 Estudo estatistico

Baseando-se no estudo estatistico realizado por Moraes Segundo (2015), a partir das
imagens obtidas através do MEV foi possivel obter medidas dos didmetros das fibras. As
medic¢des foram realizadas manualmente utilizando o software processador de imagens ImageJ,
baseado na escala presente nas imagens obtidas por MEV, registrando 100 medidas de cada
imagem. Os valores dos diametros médios das fibras nas amostras foram analisados com
parametros estatisticos como: média e desvio-padrdo, conforme as Equacbes 2 e 3 descritas

abaixo:

Diametro médio das fibras Desvio Padrao

I X x—x)2
D = E_ s = E"C }
n n—1

Equacéo 2. Equacéo 3.

Onde, n € o numero total de medidas para cada imagem e x é o valor do didmetro obtido

para cada afericdo na imagem.

4.2.4 Estudo da molhabilidade das membranas através do angulo de contato.
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O ensaio de molhabilidade foi realizado no Laboratério de Bioeletronica e
Eletroanalitica — LABEL, utilizando um microscépio digital (DINO — Lite plus) com
capacidade de ampliacdo de até 1000 vezes. Na Figura 16 é possivel observar o sistema

utilizado para o ensaio, bem como uma gota depositada sobre a superficie da membrana.

Microscépio Digital R

Membrana

Suporte

Figura 16: Esquema do teste de molhabilidade.

Cuidadosamente foi depositada uma gota de agua deionizada de 10 uL a temperatura
ambiente sobre a superficie membrana. O comportamento desta gota foi observado por um
periodo de 120 segundos. As medidas de angulo de contato foram obtidas com o auxilio do
software Image J.

A Figura 17 ilustra a formacdo de angulo de contato para materiais hidrofilicos e
hidrofébicos, onde angulos menores que 5° graus em 0,5 segundos ap6s a deposi¢do da gota de
agua destilada é denominado um material superhidrofilico; j& materiais com angulos menores
que 90° sdo hidrofilicos; materiais com angulo igual a 90° e menor que 150° sdo denominados
hidrofobicos, e por fim, materiais com angulo de contato igual a 150° até 180° sdo considerados

superhidrofébicos.

liquido (agua destilada) A\ m @

Superhidrofilico Hidrofilico Hidrofébico Superhidrofébico
0 <5°m0.5 seg 0<90° 0=90°- 150° 0 =150° - 180°

Figura 17: Representacdo esquematica da formacdo de angulo de contato para materiais hidrofilicos e

hidrofébicos. Fonte: Bacovska, et al., 2016.

4.2.5 Caracterizagdo quimica por FTIR
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Os espectros na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
obtidos utilizando o equipamento Agilent Cary 630 FTIR, com 128 varreduras na faixa de 4000
a 650 cm™ e resolucio de 8 cm™ instalado no Laboratério de Sintese e Caracterizagdo de
Nanomateriais — LSCN do Instituto Federal do Amazonas — IFAM/CDMI.

4.2.6 Analise térmica das membranas por meio de Termogravimetria - TGA.

Para o estudo da estabilidade térmica das membranas eletrofiadas obtidas neste trabalho,
foi realizada uma andlise termogravimeétrica — TGA com aquecimento até 1000°C a uma taxa
de 50 °C/mim, sob atmosfera de gas nitrogénio (vazdo de 50 mL/mim). Este experimento foi
realizado no Laboratério de Sintese e Caracterizagdo de Nanomateriais — LSCN do Instituto
Federal do Amazonas — IFAM/CDMI.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Eletrofiacdo

5.1.1 Determinacdo da concentracdo maxima de AGE

Realizaram-se testes variando a quantidade AGE conforme a secgéo 4.2.1.2. A Tabela
1 mostra resumidamente as observac6es da influéncia da incorporacdo na solucao polimérica
padrdo de PCL. Foram observados parametros ambientais (Temperatura (°C) e Umidade (%)),
bem como a Tensé&o (kV) aplicada na solugédo. Esses pardmetros sdo determinados no momento
de cada teste. As observacgdes sobre a estabilidade do Cone de Taylor, e a observagéo da

superficie para detec¢do de pérolas a olho nu, estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Observacdes do estudo da concentragdo méxima de AGE na membrana.

Parametros A S .
de Solucdo Parametros Ambientais Observagoes visiveis a olho nu
Estabilidade do Observacao
° 0
ACE@ TS U (%) Vkv) cone de Taylor de pérolas
0 22,2 48 140 Estavel No
0,25 20,2 45 145 Estavel Nio
0,50 20,8 47 15,2 Estavel Nio
0,75 21,3 48 153 Estavel Sim
1,00 21,6 49 15,5 Estavel Sim

Conforme descrito na Tabela 1, foi possivel preparar membranas eletrofiadas com todas
as concentraces testadas, com estabilidade e sem gotejamento do jato. As membranas contendo
0,25g e 0,50g ndo apresentaram pérolas, enquanto as membranas contendo 0,75g e 1,009
apresentaram pérolas em sua superficie, o que pode indicar o acimulo de 6leo. Ainda, se
observou que a tensdo aplicada na eletrofiacdo de cada membrana aumentou de acordo com o
aumento da concentracdo de AGE na solucéo, o que indica o aumento na tensédo superficial das
solugbes (GARG; BOWLIN, 2011). A umidade durante os processos oscilou no intervalo de
45% a 49%.

Definiu-se, portanto, que a concentragcdo maxima de AGE na membrana observada neste
estudo foi de 1g (significando a proporcdo em massa de 1:1 de AGE em relagdo a PCL) foi

utilizada para o preparo das membranas para aplicacdo em estudos bioldgicos seguintes.
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5.1.2 Definic¢éo da concentracdo maxima de HS

O estudo para determinacdo da concentragdo maxima de HS na membrana de PCL foi
realizado conforme descrito na secc¢éo 4.2.1.3, e os resultados da eletrofiacdo das membranas

contendo o referido farmaco estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Observagdes do estudo da concentragdo maxima de HS na membrana.

erggl] 3;;%5 Parametros Ambientais Observagoes
Estabilidade do Observacao
° 0,

S () e S Vv (kv) cone de Taylor de pérolas

0 22,2 48 14.0 Estavel N&o

01 20,2 45 190 Estavel Nio

0,2 20,8 49 192 Estavel Nio

0,4 21,3 48 20,3 Estavel Sim

05 216 47 233 Instavel, Sim

gotejamento do jato

Conforme a Tabela 2, observa-se que foi possivel preparar membranas eletrofiadas com
as quantidades de 0,1mL, 0,2mL, 0,3mL e 0,4mL de HS. As membranas contendo 0,1 mL e 0,2
mL de HS apresentaram estabilidade do cone de Taylor sem gotejamento do jato, e ndo foram
observadas pérolas visualmente. Apesar de apresentar estabilidade do cone de Taylor sem
gotejamento do jato, a membrana contendo 0,4 mL de HS apresentou pérolas visiveis a olho nu
em sua superficie. Isso pode significar um acimulo de HS ou ainda, podem ter ocorrido devido
a baixa solubilidade da HS na solucédo de PCL.

Enquanto a PCL é um polimero conhecidamente hidrofébica, a HS é soltvel em &gua.
Luna et al (2015) afirmam que algumas blendas poliméricas podem se tornar imisciveis a partir
de uma certa concentracdo dos componentes poliméricos, a ponto de se tornarem incompativeis,
0 que resulta no aparecimento de pérolas devido a baixa dispersdo de uma das fases.

Notou-se que houve um aumento significativo da tensdo aplicada em cada solugéo a
medida que se aumentou a quantidade de HS, o que indica que houve alteracdo na tenséo
superficial das solucBes. E importante ressaltar que o aumento da tensdo é diretamente
proporcional ao aumento da area de deposicéo das fibras no coletor. Entretanto, com uma tenséo
na faixa de 21,6 kV notou-se a instabilidade do jato, o que inviabiliza o processo de eletrofiacéo
(GARG; BOWLIN, 2011).

O teste com 0,5mL de HS ndo apresentou resultado eficiente para formacdo da
membrana devido o aparecimento de pérolas de aproximadamente 2mm, além da instabilidade

do cone de Taylor e do gotejamento do jato, o que possivelmente deixa residuos de solventes
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na membrana, inviabilizando, portanto, o uso desta membrana para os estudos posteriores. Isto
significa que a quantidade méaxima suportada pela membrana neste estudo foi de 0,4mL HS que

corresponde a 400 Ul.

5.2 Esterilizacao utilizando Os

5.2.1 Teste de Esterilidade

O teste de esterilidade realizado de acordo com a secgéo 4.2.2.1, mostrou que ndo houve
a formacdo colbnias ou crescimento de microrganismos em nenhum dos meios de cultura
durante o periodo de 7 dias de incubacdo das amostras. Verifica-se, portanto, a auséncia de
contaminagdo por microrganismos (bactérias e fungos) nas membranas apds o processo de
esterilizacdo utilizando Os. Portanto, € possivel afirmar que microbiologicamente o uso do
ozonio foi eficaz para a esterilizacdo das membranas poliméricas eletrofiadas nesse estudo.

Segundo Rediguieri (2016), que investigou o impacto da esterilizacdo por 0zénio em
arcaboucos de nanofibras de PLGA e PCL, apds a incubacdo em caldo caseina-soja - TSB e
caldo tioglicosato permaneceram limpidos mesmo ap6s 14 dias de incubacdo, ou seja, nao
houve crescimento de microrganismos, confirmando o atributo de esterilidade aos seus

arcaboucos, inclusive quando submetidos a somente 2 pulsos de ozénio.

5.3 Caracterizacdo morfoldgica das membranas

A Figura 18 mostra as imagens microgréaficas obtidas por MEV das nanofibras de PCL
Puro e de PCL + HS. A figura 18 (a) mostra que a membrana de PCL Puro apresentou fibras
com aspecto uniformes e aleatoriamente distribuidas e ndo apresenta pérolas. Segundo
Gongcalves et al (2015), produzir fibras livres de defeitos e sem falhas depende da regulagem
da tensdo superficial e taxa de evaporacdo do solvente, permitindo assim a interacdo entre
polimero e solvente.

A membrana de PCL + HS mostrada na Figura 18 (b), também apresenta fibras bem
formadas e aleatoriamente distribuidas, possui fibras com diametros variados, entretanto exibe
didametros menores em relacdo aos diametros observados na membrana de PCL pura, conforme
0 estudo estatistico na seccdo 5.3.1. Isto pode acontecer devido a tensdo aplicada ter sido
relativamente alta, na faixa de 21,3kV (conforme descrito na sec¢éo 5.1.2).
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A membrana de PCL + AGE sofreu degradacdo durante a metalizagdo. Diante disso, a

Figura 19 (a) mostra a micrografia obtida confirmando sua degradacdo, o que, portanto,
inviabilizou sua analise morfoldgica. Obteve-se entdo a micrografia sem metalizacdo dessa
membrana (Figura 19 (b). Para isso, fez-se necessario a utilizacdo do modo Accumulation do
equipamento, que faz uma série de 20 varreduras eletrénicas durante um determinado periodo

de tempo, (antes que o material fosse degrado pelo feixe de elétrons) e agrega as varreduras em

uma sé micrografia.

Figura 19: Micrografia da membrana de PCL+AGE a) metalizada e degradada; b) ndo metalizada.
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Macroscopicamente a membrana de PCL + AGE apresentou pérolas e oleosidade em
sua superficie, e ainda se observou que durante o processo de eletrofiacdo o material foi
depositado em uma area reduzida na placa coletora o0 que aumentou a espessura da membrana.
As imagens obtidas por MEV mostraram que ha formacéo de fibras uniformes com areas com
provavelmente grande concentragdo de 6leo.

5.3.1 Estudo estatistico

As Figuras 20, 21 e 22 mostram as imagens obtidas por MEV das membranas
eletrofiadas de PCL, PCL+HS e PCL+AGE, respectivamente, com histogramas apresentando a
distribuicdo do diametro das fibras poliméricas obtidas por eletrofiagdo. Os histogramas
apresentam a distribuicdo, diametro médio, desvio padrdo, medida maximas e minimas dos
tamanhos das fibras e a gaussiana mostra como ocorreu a distribuicdo normal dos diametros
préximos ao valor médio.

Na Figura 20 pode-se observar que os diametros das fibras de PCL Puro apresentam
pico da curva gaussiana no intervalo de 1-2 pm com didmetro médio de DM = 1,160 um, e
possui uma variacdo de didmetro das fibras, como se pode observar pelo desvio padréo SD =

0,9992 pum, o didametro maximo encontrado foi de 4,849 um e o minimo foi de 0,198 pum.

PCL Pura
DM : 1,.160um
8D : 0992ym
Max: 4 B4um
Min: 0,198um
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Figura 20: Micrografia e histogramas de distribui¢do de didmetros das fibras de PCL.

Ja na Figura 21 observa-se que os diametros das fibras de PCL + HS apresentam pico
no intervalo de 0,5 - 1 pm com didmetro médio de DM = 0,981 um, e possui um desvio padrao

SD = 0,663 um, o didmetro maximo encontrado foi de 2,519 um e o minimo foi de 0,155 pm.
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Figura 21: Micrografia e histogramas de distribui¢do de didmetros das fibras de PCL + HS.

A Figura 22 mostra os diametros das fibras de PCL + AGE apresentam pico da gaussiana

no intervalo de 1 e 2 um com didmetro médio de DM = 1,53 um, ¢ possui um desvio padrao

SD =0,924 um, o didmetro maximo encontrado foi de 4,847 pm e o minimo foi de 0,766 pum.
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Figura 22: Estudo dos diametros das membranas de PCL + AGE.

E possivel observar que a adi¢do da HS na solucdo polimérica alterou o diametro das

fibras, pois 0 didametro médio das fibras de PCL Pura foi de DM = 1,160 £ 0,992 um enquanto
o diametro médio das fibras de PCL +HS foi de DM = 0,981 + 0,663 um, observa-se também

que a adi¢do da HS aumentou a homogeneidade das fibras, enquanto a PCL pura possui medidas

de quase 5 um a PCL +HS possui didmetro maximo de 2,519 um. J4 em relacdo a membrana

de PCL pura e PCL+AGE néo houve alteracdes significativas nos diametros das fibras, pois a

membrana de PCL+AGE apresentou DM = 1,530 + 0,924 um, didmetro préximo aos valores

da membrana de PCL pura.
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Entretanto, com uma anélise geral dos dados, os resultados mostram que para as
amostras em estudo a maior quantidade das fibras esta distribuida préxima ao ponto médio da
gaussiana, que segundo Brito (2013) ocorre devido a boa homogeneidade do didametro das fibras

produzidas pelo processo de eletrofiacao.

5.4 Angulo de Contato — Estudo da molhabilidade

A Figura 23 mostra os angulos de contato das membranas eletrofiadas de PCL, PCL +
HS e PCL + AGE obtidos para o estudo da molhabilidade. A membrana de PCL apresentou
angulo de contato de 123°, as membranas de PCL + HS e PCL + AGE apresentaram os angulos

de contato de 102° e 95°, respectivamente.

-ANGULO DE CONTATO

0

AMOSTRAS

Figura 23: Angulos de contato das membranas de PCL, PCL + HS e PCL + AGE.

A PCL é um material caracterizado por possuir baixos niveis de energia livre de
superficie, em outras palavras, possui carater hidrofébico, portanto era esperado que o angulo
de contato fosse maior que 90°. Na literatura autores relatam angulos de contato da PCL
eletrofiada com fibras de deposicéo aleatorias variando entre 122° a 145°. Uma das causas dessa
variacdo de angulo de contato da PCL s&o os diametros das fibras. Além disso, observa-se que
h& uma grande variacdo de massa molar dos polimeros que podem influenciar de forma indireta
nestes resultados (BURKARTER, 2010; MORAES SEGUNDO, 2015).

Em relacdo a membrana de PCL + HS, apesar da concentracdo de HS ser relativamente

baixa (400 Ul), observou-se uma modificagdo significativa dessa superficie. Houve um
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decaimento de angulo de 22° em relagdo a membrana de PCL. Como exposto, a heparina sddica
é soluvel em 4gua e caracteriza-se como uma substancia hidrofilica, o que pode interferir na
modificacdo desse material aumentando a interacdo da superficie da membrana com a gota de
agua. Durante o periodo dessa investigacdo, ndo foram encontrados materiais similares a esta
membrana na literatura.

Em relagéo ao angulo obtido pela membrana de PCL+AGE, emerge uma discusséo mais
contextualizada, devido as caracteristicas especificas de amostras oleosas, como por exemplo,
a tensdo superficial e a polaridade do 6leo de girassol rico em AGE, o qual foi utilizado na
producdo dessa membrana. O angulo de contato obtido sugere que sua superficie possui maior
hidrofilicidade, entretanto, sabe-se que &gua e 6leo possuem propriedades moleculares opostas,
polar e apolar, respectivamente. Este fenémeno pode ser visto ao comparar o formato de uma
gota de 6leo na agua e uma gota de 6leo em contato com o ar. Em contato com o ar, as moléculas
de 6leo tendem a ficar em formato esférico, pois terdo uma menor area de superficie, ou seja,
um menor nimero de moléculas de 6leo em contato com o ar. Ja na agua, a gota de 6leo se
espalha, aumentando a superficie de contato com a agua. Um comportamento similar foi
observado por Moraes Segundo et al (2019) que produziu membranas de PCL eletrofiadas com
variacdes na concentracdo de 6leo de copaiba, onde a membrana com 25%wt de 6leo de copaiba
apresentou angulo de contato de 95°, uma diferenca de 47° em relacdo a membrana de PCL
pura.

Diante do exposto, pode-se afirmar que tanto a HS quanto o AGE modificaram a
superficie das membranas, alterando o angulo de contato. De acordo com Ricardo (2020), que
realizou a aplicagdo clinica desses materiais em pacientes com queimaduras no Hospital Publico
28 de Agosto, realizado no ano de 2020, essa modificacdo das caracteristicas de superficie das
membranas foi observada durante a aplicacdo clinica devido as diferencas significativas na

adesividade/aderéncia aos ferimentos dos pacientes do estudo clinico, observada na Figura 24.

PLC + HS
Figura 24: Adesividade/aderéncia das membranas de PCL, PCL+SH e PCL+AGE. Fonte: Ricardo, 2020.
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A Figura 24 (a) apresenta queimaduras em partes do braco direito do paciente com a
aplicagdo da membra de PCL pura com aderéncia aos ferimentos. A Figura 24 (b) mostra a mao
esquerda com queimaduras em dois dedos e com a aplicacdo da membrana de PCL+AGE com
pouca aderéncia aos ferimentos. E por fim, a Figura 24 (c) tras a imagem da regido do antebraco
com queimadura préxima ao pulso do paciente com a membrana de PCL+HS aderida ao

ferimento.

Durante o estudo clinico, Ricardo (2020) apresentou a comparacdo da
adesividade/aderéncia, a membrana de PCL apresentou 100% de adesividade. As membranas
de PCL+AGE e PCL+HS tiveram adesividade parcial em 37.5% e 25.0% respectivamente,
portanto, indica-se que as membranas de PCL obteve resultado superior em relacdo as outras
membranas com éangulos de contato menores. Estes resultados confirmam que houve

modificacdo na superficie das membranas.

5.5 Caracterizacdo Quimica—FTIR

A Figura 25 apresenta os espectros de FTIR da heparina sodica e das membranas de
PCL Pura e de PCL + HS, as caracterizacfes dos picos mais relevantes destes espectros foram

realizadas utilizando comparac6es com literaturas.
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Figura 25: Espectros da HS e membranas de PCL pura e PCL+HS.
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Em relacdo a andlise dos espectros da PCL, observa-se a banda presente no espectro na
faixa 2869 cm™ que segundo Khosravi (2018), representa os grupos C-H. Observou-se também
um pico na faixa de 1722cm caracteristico da carbonila (C=0). Os grupos funcionais ésteres
(C-0) estéo representados na banda 1242 cm™. Esses espectros referentes aos grupos funcionais
referidos séo caracteristicas da PCL (KHOSRAVI, 2018). A Tabela 7 mostra os comprimentos
de ondas obtidos neste experimento em comparagdo com os comprimentos de ondas obtidos

por Khosravi (2018), e suas respectivas atribuicdes.

Tabela 3: Caracterizagdo dos picos mais relevantes de FTIR da PCL.

NUmero de Onda (cm™)

Atribuicdes PCL Neste PCL
Experimento (KHOSRAVI, 2018)
Estiramento do CH> assimétrico 2951 2950
Estiramento do CH: simétrico 2869 2870
Estiramento da ligagdo C-H alifaticos 1428, 738 1430, 739
Estiramento da ligacdo C=0 de aldeido 1722 1725
Estiramento da ligacdo do grupo funcional éster C-O 1242 1240

Com a andlise do espectro de infravermelho da heparina sodica observa-se a presenca
dos picos referentes aos grupos funcionais existentes em sua cadeia, que segundo Coelho sé&o
0s principais picos para HS, como os grupos OH, CH, NH e C=0. As principais bandas: 3340
cm? banda de estiramento da ligagdo O-H do COOH; e 2929 cm™ referente a banda de
estiramento C-H; 1625 cm ! banda caracteristica da ligagdo C=0; e 1417 cm™ deformagcéo
axial do grupo C-O; 1221 cm™ deformagéo axial assimétrica do grupo C-O-C; 791 cm™ do
grupo N-H fora do plano.

Tabela 4: Caracterizacdo dos picos mais relevantes de FTIR da HS.

Comprimento de Onda (cm't)

Atribuicdes HS Neste HS
Experimento  (COELHO, 2004)

Estiramento da Ligacdo OH do COOH 3340 3458

Estiramento da ligagéo de C-H 2929 2924

Ligacdo C=0 1625 1630

Deformagéo axial do grupo C-O 1417 1424
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Deformacdo axial assimétrica do grupo C-O-C 1221 1236
Deformacdo axial simétrica do grupo C-O-C 1079 1028
Vibracdo da ligagdo N-H 791 798

Entretanto, ao analisar o espectro da membrana de PCL+HS fica evidente a pequena
contribuicdo da HS apenas na banda 1417 cm™, pois as bandas 2929 cm™, 1221 cmt, 1028 cm-
1 e 791 cm* coincidem com bandas apresentadas no espectro de PCL.

A Figura 26 apresenta os espectros de FTIR do AGE e das membranas de PCL Pura e
de PCL + AGE. As caracterizagdes dos picos mais relevantes destes espectros foram realizadas
utilizando comparac6es com Nascimento (2016).
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Figura 26: Espectros do AGE e das membranas de PCL Pura e PCL+AGE.

Segundo Nascimento (2016), bandas na regifo de 3011 — 3005 cm sdo atribuidas ao
acido oleico e linoleico, observou-se valores de 3006 e 2851 cm™, que sdo referentes as
vibragdes simétricas e assimétricas de C-H em CH: e CHs. As bandas proximas a 1745 cm™
séo atribuidas a carbonila de éster.

Ja as bandas em torno de 1654 cm™ séo referentes as ligagdes C=C, presentes nos acidos
graxos insaturados. Bandas entre 1445 — 1440 cm™ séo proprias de vibragdo ou deformagio C-

H. 1376 cm™* corresponde a deformagéo de vibragdo o grupo metileno e 1233 cm corresponde
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a vibracdo de deformacéo no plano do grupo =CH, correspondentes as duplas liga¢Ges cis ndo
conjugadas.

Bandas no intervalo de 1300 — 1000 cm sdo caracteristicas da ligagdo C-O de éster. As
bandas referentes as ligagdes C-C se encontram nas regides de 1100 — 1000 cm™ e 900 - 800
cm. Ja a ligagdo C=0 possui bandas caracteristicas em 1159 cm™ e 965 cm™. A banda de
absorgdo em torno de 721 cm™ é atribuida ao grupo (CH2)n.

Ao analisar o0 espectro da membrana de PCL+AGE, é possivel observar a presenca de
bandas referentes as contribuicdes do 6leo, que sdo: 3006 cm™ (-OH), 2851 cm™, 1745 cm?,
1654 cm™ (C=C), 1378 cm*, 1233 cm™ (=CH) e 1159 cm (C=0).

Tabela 5: Caracterizacéo dos picos mais relevantes de FTIR do AGE.

Comprimento de Onda (cm't)

Atribuicoes AGE Neste AGE

Experimento  (NASCIMENTO, 2004)
Estiramento da ligacdo da carbonila de Ester 1745 1750
Estiramento da ligagéo de C=C 1654 1660
Vibragéo do grupo metileno 1376 1375
Deformacéo no plano =CH 1233 1236
Vibragéo da Ligagdo C=0 1159 1200
Vibracao do grupo CH> 721 720

Diante do exposto, pode-se afirmar que ha a presenca dos farmacos nas membranas de
PCL + HS e PCL + AGE, sem a presenca de novos picos, concluindo-se, portanto, que nao

houve interacdo quimica entre os farmacos e o polimero.

5.6 Analise termogravimétrica — TGA

A Figura 27 apresenta as curvas obtidas na analise termogravimétrica (TGA) e derivada
termogravimétrica (DTGA) das membranas de PCL, PCL+HS e PCL+AGE. Néo se observa a
perda de massa significativa até aproximadamente 330°C, que indicar a auséncia de dgua no
material e a auséncia de residuos dos solventes volateis utilizados no preparo da solucao
polimérica.

A andlise termogravimétrica mostrou que a incorporagdo de HS e de AGE ndo alterou
a estabilidade térmica do polimero, mas observa-se que houve um pegueno aumento nas
temperaturas de inicio e final do evento térmico em relagcdo ao PCL. As temperaturas de inicio

e final das amostras estdo descritas na Tabela 6.
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Tabela 6: Temperaturas de degradacdo das amostras obtida por TGA.

T inicio (OC) T Final (OC)

PCL 300 471
PCL+HS 310 620
PCL+AGE 302 500

Segundo Mohammed et al (2008), a temperatura de inicio da degradacdo da PCL é em
torno de 340°C e temperatura final de 489°C. Em relagcdo a HS, Coelho (2004) apresenta a
temperatura de inicio da HS em torno de 260°C e temperatura final de aproximadamente 600°C,
e por fim, Rodrigues e Weber (2020) mostram que a temperatura de inicio da AGE em torno de
300°C e temperatura maxima de 500°C. Deste modo, as temperaturas reportada na literatura
estdo préximas aos valores obtidos neste estudo.
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Figura 27: Termogravimetria e derivada termogravimétrica das membranas de (a) PCL; (b) PCL+HS e (c)
PCL+AGE. As curvas em vermelho sdo referentes ao TGA e em azul ac DTGA.

As perdas de massa sao verificadas em: 430,18°C com perda de massa de 49,98% para
a membrana de PCL,; 435,65°C com perda de massa 50,04% para a membrana de PCL+HS e
437,03°C com perda de massa 50,02%, para a membrana da PCL+AGE. Conforme exposto, a
interacdo entre os farmacos e a PCL ndo modificou significativamente a estabilidade térmica

do material.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As membranas de PCL Pura, PCL+HS e PCL+AGE foram obtidas com sucesso por
eletrofiacgéo.

A utilizacdo do gas oz6nio para esterilizacdo se mostrou eficiente pois no teste de
esterilidade ndo houve evidéncias de contaminagdo por microrganismos (bactérias e fungos)
tornando as membranas aptas para aplicacdo biomeédica.

A morfologia das membranas revelou que as fibras obtidas foram uniforme e
aleatoriamente distribuidas.

O estudo estatistico de didmetro das fibras mostrou que a adi¢do dos farmacos alterou o
didmetro das fibras, pois o didmetro médio das fibras de PCL Pura foi de DM = 1,160 + 0,992
um enquanto o didmetro médio das fibras de PCL +HS foi de DM = 0,981 + 0,663 um e das
fibras de PCL+AGE DM = 1,53 + 0,924 um.

Em relagdo a molhabilidade das membranas pode-se afirmar que tanto a HS quanto o
AGE modificaram a superficie das membranas, alterando o angulo de contato. As membranas
de PCL, de PCL + HS e de PCL + AGE apresentaram os angulos de contato de 123°, 102° e
95°, respectivamente.

A anélise de FTIR do espectro da membrana de PCL+HS evidenciou uma pequena
contribuicdo da HS na banda 1417 cm™ referente a ligagdo C-O. No espectro da membrana de
PCL+AGE também se observou a presenca de bandas referentes as contribui¢es do éleo que
sd0: 3006 cm™* (-OH), 2851 cm™, 1745 cm*, 1654 cm™ (C=C), 1378 cm™, 1233 cm™ (=CH) e
1159 cm (C=0).

A andlise termogravimétrica das membranas revelou que ndo houve modificacdo
substancial na estabilidade térmica das membranas a partir da interagdo entre HS e AGE com
PCL.

As membranas desenvolvidas nesta pesquisa possuem grande potencial para ser
utilizado como curativo e dispositivo de liberacdo de farmaco. A utilizacdo de outras
substancias pode trazer caracteristicas ainda mais atraentes a estes materiais. A formacéo de
blendas com outros polimeros, como por exemplo, acetato de celulose, quitosana, &cido
hialurdnico, etc. pode alterar as caracteristicas térmicas e mecanicas das membranas. E também,
a utilizacdo de nanoparticulas metalicas, como de ouro e prata, ja que estes materiais possuem
caracteristicas importantes para aplicacdo medica, pois possuem acdo antibacteriana e anti-

inflamatdria, trazendo beneficios ainda maiores para o tratamento de feridas.
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