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RESUMO

Nanofibras poliméricas podem ser produzidas utilizando o método de eletrofiagcdo. Trata-se
de uma técnica simples, econémica e versatil que utiliza um potencial elétrico para gerar fibras em
escala nanométrica. Dentre os polimeros eletrofiados, pode-se destacar a quitosana, a qual € um
polimero atdxico, biodegradavel, biocompativel, obtido por meio de fontes naturais renovaveis, que
vem despertando o interesse de pesquisadores. No entanto, devido a dificuldade de eletrofiagdo desse
material puro, tem-se buscado aliar o poli (6xido de etileno) PEO a matriz polimérica da quitosana, a
fim de se facilitar o processo de obtencéo de fibras. Nesse contexto, o objetivo inicial deste trabalho
foi a obtengdo de uma blenda polimérica contento quitosana e PEO capaz de gerar nanofibras quando
sujeitas ao processo de eletrofiagdo. O poli (0xido de etileno) mostrou-se excelente como auxiliador
na fiacdo da quitosana, permitindo a obtencao de fibras com até 90% da mesma e o didmetro médio
obtido foi de 320nm. Os parametros de processo foram avaliados e os que mostraram melhor
resultado foi uma concentracéo de 4% (m/v) de quitosana em acido acético 90% (v/v) e 2% (m/v) de
PEO em &cido acético 50% (v/v), tensdo aplicada foi de 18kV e distancia entre o coletor e agulha de
20cm. A incorporacdo do PEO a matriz polimérica de quitosana se mostrou, entdo, uma estratégia
eficaz para a obtencdo de nanofibras por meio do processo de eletrofiacdo. Seguiu-se entdo o estudo
para a incorporacao do farmaco sulfato de neomicina a matriz eletrofiada, com a finalidade de ampliar
a atividade antimicrobiana do filme obtido. Membranas na proporc¢do 90/10 (v/v) de quitosana/PEO
4%/4% (m/v), assim como membranas na propor¢ao 80/20 (v/v) quitosana/PEO 4%/2% (m/v) foram
estudadas como suporte para a incorporacdo do farmaco. Quando o sulfato de neomicina foi
incorporado junto a solugéo e submetido a eletrofiagdo, o didmetro das fibras obtidas foram ainda
menores, com média de 258nm. As membranas obtidas foram sujeitas a analises fisico-quimicas, as
quais comprovarem a miscibilidade dos polimeros quitosana e PEO assim como confirmaram a
incorporacédo do sulfato de neomicina & blenda. A atividade antimicrobiana para as membranas com
farmaco e sem farmaco foi investigada contra bactérias Gram positivas e Gram negativas e os halos
de inibicdo registrados foram maiores ou proximo ao controle, demonstrando uma alta capacidade
antimicrobiana. O teste de liberacdo do sulfato de neomicina indicou que o mesmo apresenta um
perfil de liberacdo rapido, sendo que com apenas 120 minutos grande parte do farmaco ja havia se
desprendido do filme polimérico. Diante disso, as membranas desenvolvidas nesse estudo sugerem
ser promissoras candidatas para a aplicagdo como um biomaterial na cicatrizagao de feridas, sendo

ainda necessarios estudos de viabilidade celular.
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ABSTRACT

Nanofibers generated using polymers are generally produced by the electrospinning
method. It is a simple, economical and versatile technique that uses an electric force to generate
ultrafine fibers. Chitosan is a non-toxic, biodegradable, biocompatible polymer obtained from
renewable natural sources that attracts the interest of researchers. However, due to the difficulty of
electrospinning pure chitosan, it has been tried to ally the poly (ethylene oxide) PEO to the polymeric
matrix of chitosan, in order to facilitate the process of obtaining fibers. In this context, the initial
objective of this work was to obtain a polymeric blends containing chitosan and PEO capable of
generating nanofibers when subjected to the electrospinning process. The poly (ethylene oxide) was
excellent as a helper in chitosan spinning, allowing the obtaining of fibers with up to 90% of the same
and the average diameter obtained was of 320nm. The process parameters were evaluated and the
ones that showed the best result were a concentration of 4% of chitosan and 2% of PEO, applied
tension of 18kv and distance between the collector and needle of 20cm. The incorporation of PEO
into the polymeric matrix of chitosan proved to be an effective strategy for obtaining nanofibers by
the electrophilic process. The study was then carried out for the incorporation of the drug neomycin
sulfate into the electrophilic matrix. Membranes in the ratio of 90/10 (v / v) chitosan / 4% PEO / 4%
(m / v), as well as membranes in the ratio 80/20 (v / v) chitosan / PEO (4% / 2%) were studied as
support for the incorporation of the drug. When the neomycin sulfate was incorporated together with
the solution and subjected to electrospinning, the diameter of the fibers obtained were even smaller,
with a mean of 258nm. The obtained membranes were subjected to physico-chemical analysis, which
proved the miscibility of the polymers chitosan and PEO as well as confirmed the incorporation of
the neomycin sulfate to the blend. The antimicrobial activity for the drug and non-drug membranes
was investigated against Gram positive and Gram negative bacteria and the registered inhibition halos
were larger or near the control. The neomycin sulfate release test indicated that it had a rapid release
profile, and with only 120 minutes, much of the drug had already been released from the polymer
film. In view of this, the membranes developed in this study suggest to be promising candidates for

the application as a biomaterial in wound healing.
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CAPITULO 1
1- INTRODUCAO

Uma ferida é descrita como uma interrupcao da continuidade de um tecido corpéreo, que pode
ser causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou até mesmo desencadeada por
uma afeccdo clinica. Essas feridas sdo bastante perigosas para as pessoas, uma vez que o ferimento
esta sujeito a invasao de bactérias e a perda de fluidos corporeos. Sob estas condices, o recobrimento
rapido e efetivo dessas lesdes é essencial para o tratamento da enfermidade. O papel dos curativos
para feridas & proporcionar uma barreira fisica para prevenir contaminacéo e infeccdo e também para
manter um ambiente que auxilia e acelere a cicatrizacdo das mesmas [1, 2, 3]

Durante séculos, o tratamento de feridas evoluiu com o objetivo de obter melhores resultados
cicatriciais em um menor tempo possivel [3]. Surge entdo, nos Gltimos anos, diversas pesquisas
utilizando materiais curativos a base de polimeros. Estes materiais apresentam boa absortividade de
fluidos liberados pela ferida e também sdo eficazes no controle da invasdo bacteriana [4]. Dentre essa
classe de materiais, 0s polimeros naturais se destacam na pesquisa desses novos curativos, pois sdo
de facil obtencdo, possuem propriedades antimicrobianas e ainda aceleram a cicatrizagdo devido a
colaboracéo na proliferacdo celular [5].

Entre os materiais de curativos biol6gicos, a quitosana tem ganhado atencéo de pesquisadores.
Trata-se de um polissacarideo natural, obtido da desacetilizacdo parcial ou total da quitina, o segundo
polissacarideo natural mais abundante na natureza [8] E essencialmente produzida por fontes naturais
renovaveis, encontrada nos exoesqueletos dos crustaceos, nos insetos, nas algas diatoméaceas e
também na parece celular de alguns fungos. A fonte comercial mais utilizada sdo as cascas de
crustaceos marinhos (camarfes e caranguejos), devido as largas quantidades disponiveis como
subprodutos da industria de processamento alimentar [7]. Devido a sua alta biocompatibilidade,
biodegradabilidade, capacidade hidratante, acdo anti-inflamatoria e propriedades antimicrobianas e
cicatrizantes, a quitosana é considerada um material potente para aplicacdo como curativos para
feridas [5].

Diferentes técnicas de processamento podem ser aplicadas para produzir membranas a base
de quitosana, tais como fundicédo de solvente, casting, inversdo de fase e pelo método de eletrofiacéo.
O processo de eletrofiacdo se tornou muito atrativo devido a sua metodologia de baixo custo e sua
capacidade de produzir nanofibras a partir de diversos materiais, de um modo simples, repetitivo e de
facil manipulagdo [8]. Além disso, as membranas produzidas por este método possuem alta
porosidade, alta area de superficie especifica, e sdo capazes de imitar a matriz extracelular natural, o

que torna essas membranas excelentes candidatos para aplicacOes de biomateriais [9].
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A unidade de eletrofiacdo precisa de quatro componentes basicos, como uma seringa com
agulha de metal, uma fonte de alta tensdo, uma bomba infusora e um coletor metalico aterrado. Ao
fornecer alta voltagem a agulha de metal, na faixa de 10 a 50 kV, a carga é induzida no polimero e
um cone de Taylor é formado pelo equilibrio da forga elétrica e tensdo superficial da solugdo. O cone
de Taylor ¢é lentamente esticado, a medida que a voltagem aumenta e um jato é formado a partir da
goticula deformada, que se move em direcdo ao coletor aterrado, e se transforma em nanofibras [10]

A quitosana pura, assim como a maioria dos polimeros naturais, ¢ um material dificil de
ser eletrofiado sozinho. Sua natureza policatidnica em solucéo, estrutura quimica rigida e interacdo
de pontes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares restringem os enredamentos de cadeia,
que é um pré-requisito essencial para a formacdo de nanofibras [11, 12]. A fim de melhorar a
eletrofiabilidade da quitosana, polimeros sintéticos, os quais possuem uma facilidade de eletrofiagcdo
muito maior, podem ser incorporados a matriz polimérica [13]. A biocompatibilidade e as boas
propriedades mecanicas do poli (6xido de etileno), (PEO) incluindo alto alongamento e capacidade
de orientar quando esticado, destacam este material para sua utilizacdo como segunda fase polimérica
na eletrofiacdo da quitosana. O PEO pode fornecer ligacGes de hidrogénio adicionais e melhorar a
interferéncia das cadeias de quitosana, o que leva a uma maior producao de nanofibras da mesma [12,
14]

A incorporacédo de agentes terapéuticos nesses materiais curativos e sua liberacdo controlada
na area da ferida tem se mostrado uma excelente abordagem para controlar a inflamac&o, prevenir
infecgdes e estimular a regeneracdo do tecido [5]. A neomicina, que é principalmente usada como
sulfato, é um antibiético aminoglicosideo de grande amostragem, amplamente utilizado em forma de
cremes e pomadas. E um composto sol(vel em &gua e insoldvel em solventes organicos o qual
consegue manter a sua eficacia em solucdo aquosa e outros veiculos em comparagcdo com outros
antibioticos. Inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, especialmente
microbactérias, mas ndo é ativa contra fungos [15, 16]

Mediante ao que foi exposto, este trabalho propde a obtencdo de um novo material curativo a
base de quitosana, o qual sera obtido pelo processo de eletrofiacdo e posteriormente, ocorrerd
incorporacdo do farmaco na membrana obtida e serd avaliada a liberacdo controlada do mesmo.

objetivos

2.1 - Objetivo geral
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O presente trabalho tem como objetivo central a preparar e caracterizar nanofibras como
matrizes poliméricas a base de blendas de quitosana/PEO por meio do processo de eletrofiacdo e

posterior incorporagdo do sulfato de neomicina & membrana.

2.2 - Objetivos especificos

- Produzir fibras poliméricas de Quitosana/PEO com e sem a associacdo do farmaco sulfato de
neomicina a blenda utilizando o processo de eletrofiacéo;

- Caracterizar as fibras poliméricas preparadas investigando as propriedades de superficie por meio
de anélises fisico-quimicas;

- Estudar a atividade bacteriana das membranas com e sem farmaco contra bactérias Gram negativas
e Gram positivas;

>

- Realizar testes de liberacao de farmaco “in vitro”.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Curativo para feridas

A pele é o0 maior 6rgao do corpo humano e o principal sistema de defesa exterior no nosso
organismo. E ela quem protege o sistema interno do corpo de ataques de microrganismos e
contaminacdes, além de manter a hidratacéo e o controle da temperatura corporal [1, 17]. A pele é
composta por trés camadas principais, a epiderme, a derme e a hipoderme (Figura 1). As camadas
superiores da epiderme, ou as camadas do estrato corneo, Sdo as responsaveis em construir a barreira
principal contra a penetracdo percutanea de qualquer invasdo. Os queratindcitos séo o tipo celular
predominante na epiderme, constituindo 95% das células la encontradas [18]. A camada da derme
existe exatamente adjacente a epiderme e é constituida por uma matriz de tecidos conjuntivos que
proporcionam a elasticidade e resisténcia de deformacao para a pele. Além disso, a camada da derme
contém o0s vasos sanguineos que dao as camadas nutrientes e oxigénio. A hipoderme é a camada mais
profunda da pele e é predominantemente composta de tecido adiposo. Proporcionam o isolamento
térmico e a protecdo mecanica para o corpo [17].

Figura 1 Representacdo esquematica da estrutura da pele
Fonte: Adaptada de (Kanmoun et al., 2017) [17].

Danos a pele provocam uma ruptura nessa barreira de protecédo, através da qual as bacterias
podem entrar, causando inflamacdes e infecdes. Uma ferida é entdo descrita como um defeito ou uma
ruptura na pele, resultante de danos fisicos ou térmicos ou, até mesmo, como resultado da presenca
de uma condig¢do médica ou fisiologica [1,19].

As feridas podem ser classificas, com base na natureza do processo de reparo, em agudas e

cronicas. A cicatrizagdo da ferida aguda é, geralmente, um processo bem organizado que leva a um
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reparo tecidual completo e previsivel. Ao contrario das feridas agudas, que geralmente cicatrizam
sem intervencdes significativas, todos os tipos de feridas crénicas representam grandes desafios
durante a cicatrizagdo. A incapacidade da ferida cronica para cicatrizar é causada por anomalias
celulares e moleculares que ocorrem dentro do leito da ferida [20].

As lesbes sdo também classificadas com base no numero de camadas cutaneas e area da pele
afetada. As lesbes que afetam a superficie da pele isoladamente sdo chamadas de feridas superficiais,
enquanto lesbes envolvendo a epiderme e as camadas cutaneas mais profundas séo tidas como ferida
de espessura parcial. Feridas de espessura total ocorrem quando a gordura subcuténea subjacente ou
tecidos mais profundos séo danificados, além da epiderme e camadas dérmicas [21].

A cicatrizacdo de uma ferida é um processo complexo, o qual envolve uma sequéncia
ordenada de eventos bioldgicos, que resultam na restauracdo da continuidade e fun¢Ges anatdmica da
pele. Uma ferida idealmente curada é aquela que retornou a sua estrutura, funcdo e aparéncias
anatdbmicas normais [22]. Feridas com grandes quantidades de perda de pele exigem cobertura
imediata com um curativo principalmente para proteger a ferida [18].

O papel dos curativos no tratamento de feridas é proporcionar uma barreira fisica para prevenir
contaminag&o e infeccdo e para manter um ambiente de ferida que auxilia e acelera a cicatrizagdo [1].
Os beneficios de um ambiente de ferida Umido que os curativos proporcionam incluem: prevencao
da desidratacdo de tecidos e morte celular, angiogénese (processo de formacao de vasos sanguineos)
acelerada, degradacdo aumentada de tecido morto e interacdo aumentada de fatores de crescimento
com as suas células alvo. Além disso, a dor é significativamente reduzida quando as feridas sdo
cobertas com um curativo oclusivo [18]. De acordo com Jones et al. (2006) [23] um curativo ideal
deve ter as seguintes caracteristicas:

- Ser capaz de manter uma elevada umidade no local da ferida enquanto se remove o excesso de
exsudado (fluido inflamatdrio);

- Isentos de particulas e contaminantes toxicos;

- Devem ser ndo toxicos e ndo alérgicos;

- Ser capaz de proteger a ferida de outro trauma;

- Capaz de ser removido sem causar traumatismo a ferida;
- Ser impermeével as bactérias;

- Promover o isolamento térmico;

- Permitir trocas gasosas;

- Exigir apenas altera¢des pouco frequentes;

- Economicamente viaveis

- Longa vida de prateleira
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Os curativos e dispositivos para ferida formam um importante segmento do mercado de
assisténcia médica e farmacéutica em todo o mundo. No passado, curativos tradicionais, tais como
bandagens naturais ou sintéticas, algoddo, fiapos e gazes com diferentes graus de absorcdo foram
utilizados para o tratamento de feridas. Sua principal funcdo era manter a ferida seca, permitindo a
evaporacdo dos exsudatos da ferida impedindo a entrada de bactérias nocivas na ferida. Foi agora
demonstrado, no entanto, que tendo um ambiente quente e imido a ferida realiza mais rapida e bem-
sucedida a cicatrizagdo de feridas. As duas Ultimas décadas tem testemunhado a introducdo de muitos
curativos, com novos tornando-se disponiveis a cada ano [19].

O desenvolvimento de novos materiais e a melhoria dos materiais existentes para promover

regeneracdo da pele ocupam grandes areas de pesquisa em biomateriais poliméricos [24].

3.2- Biomateriais

Biomaterial é qualquer substancia ou combinagfes de substancias, sintética ou derivada de
fontes bioldgicas, que possa ser usada por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como
parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgéo ou funcdo do corpo. O uso
de polimeros naturais para aplicac@es diversificadas tem sido de vital importancia para os avangos
das ciéncias e apresentam varias vantagens como ser de facil obtencdo, ser biocompativel e
biodegradavel. Os polissacarideos, como uma classe de macromoléculas naturais, tém sua propensao
extremamente bioativa, e sdo geralmente derivados de produtos agricolas ou de crustaceos [25,26].

Os polissacarideos constituem um importante componente da matéria da vida. Eles
apresentam uma biocompatibilidade e uma biodegradabilidade perfeitas, que sdo as caracteristicas
bésicas dos polimeros utilizados como biomateriais. Eles tém vérias caracteristicas ndo encontradas
em outros polimeros naturais. Recentemente, foram descobertas propriedades especificas de
antivirais, antitumorais, moduladores de genes, etc. para varias classes de polissacaridos [7].

Matrizes tridimensionais porosas, atualmente designadas scaffolds, a base de biomateriais sdo
amplamente e intensivamente investigado para aplicacdes biomédicas, tais como na engenharia de
tecidos para implantes assim como para curativo de ferida. Esses biomateriais precisam permitir um
bom crescimento celular para seu uso biomédico, que depende fortemente da porosidade do scaffold,
da extensdo da superficie e da rugosidade. Para uma interacdo satisfatoria entre biopolimeros e o
sistema biologico, o scaffold deve imitar as fungdes da matriz extracelular (ECM) para assim
promover a adesdo e a proliferacdo celular. Os scaffolds construidos a partir de nanofibras

biopoliméricas podem fornecer uma estrutura tridimensional com poros de interconexado, semelhantes
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a matriz extracelular, favoraveis a regeneracéo tecidual [28]. Além disso, devido ao seu baixo custo,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e caracteristicas fisicas-quimicas,
biopolimeros tais como o poli(metacrialato de metilo), poliuretano, celulose e seus derivados,
dextrano e alginato sdo atualmente utilizados na medicina clinica e o polissacarideo quitosana tem

sido cada vez mais avaliado para a regeneracao dos tecidos cutaneos [6 ,25].

3.3 - Quitosana

A quitosana é um polissacarideo natural, obtido da desacetilizacéo parcial ou total da quitina,
o segundo polissacarideo natural mais abundante na natureza, superada apenas pela celulose [6]. E
essencialmente produzida por fontes naturais renovaveis, encontrada nos exoesqueletos dos
crustaceos (camardo, caranguejos, siri, lagosta e krill), nos insetos, nas algas diatomaceas e também
na parece celular de alguns fungos. A fonte comercial mais utilizada sdo as cascas de crustaceos
marinhos (camar@es e caranguejos), devido as largas quantidades disponiveis como subprodutos da
indUstria de processamento alimentar [7].

Conforme mostra a Figura 2, a quitosana é um copolimero constituido por unidades N-acetil-
D-glucosamina e D-glucosamina em proporcGes variaveis apresentando predominantemente
unidades D-glucosamina. Quando a fracdo de unidades de D-glucosamina é superior a 50%, o
polimero é chamado de quitosana e o nimero de unidades de glucosamina é denominado grau de
desacetilizacdo, ou DDA. A quitina, por outro lado, € o termo usado quando as unidades de N-acetil-
D-glucosamina sdo superiores a 50% e o numero de grupos acetamido é denominado grau de
acetilacdo (DA). Nota-se que, quando grau de desacetilizacdo da quitina atinge cerca de 50% ou mais
(dependendo da origem do polimero e das condi¢Bes de processamento), torna-se sollivel em meio
acido aquoso. A quitosana é insoltvel em solucdo aquosa acima de pH 7, na sua forma cristalina. No
entanto, em acidos diluidos (pH <6), os grupos amino livres protonados na glucosamina facilitam a
solubilidade da molécula polimérica. Em meios acidos, o polissacarideo € convertido num
polieletrélito. Um polieletrélito é um polimero que transporta grupos ionizaveis carregados
positivamente ou negativamente [30].
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Figura 2 Desacetilizacdo da Quitina em Quitosana
Fonte: Adaptada de Jennings et al, 2017 [30]

Trata-se de um polissacarideo natural disponivel em solucdo, floco, p6 fino ou fibras. Por
apresentar uma alta massa molecular, exibir uma carga positiva, demonstrar a capacidade de formar
filmes e caracteristicas de gelatina, esse material tem sido extensivamente usado em varios setores da
industria. Dentre elas estdo a agricultura (mecanismos defensivos e adubo para plantas), tratamento
de agua (floculante para clarificacdo, remocdo de ions metalicos, polimero ecoldgico e reducdo de
odores), industria alimenticia (fibras dietéticas, redutor de colesterol, conservante para molhos,
fungicida e bactericida, recobrimento de frutas), industria de cosméticos (esfoliante para a pele,
tratamento de acne, hidratante capilar, creme dental) e biofarmacéutica (imunoldgico,
antitumoral,hemostatico e anticoagulante). Porém sua maior aplicacdo é na area biomédica [25, 30].

A abundéancia e baixo custo tornam a quitosana um biopolimero atraente para pesquisas em
tecnologia e campos biomédicos [28]. Além disso, suas caracteristicas biocompativeis,
biodegradaveis, ndo tdxicos, antimicrobianos e hidratantes mostram boa biocompatibilidade e efeitos
positivos na cicatrizacdo de feridas. Estudos anteriores demonstraram que o0s curativos a base de
quitosana podem acelerar a reparacdo de diferentes tecidos, facilitar a contracdo das feridas e regular
a secre¢do dos mediadores inflamatorios [31, 6].

Como ja& mencionado, vérias propriedades notaveis da quitosana ofereceram oportunidades
Unicas para o desenvolvimento de aplicagcdes biomédicas.

De acordo com He et al. (1997) [32] a presenca do grupo amino protonével ao longo dos
residuos de D-glucosamina permite elucidar a maioria das propriedades da quitosana. A mucoadeséo
da quitosana, por exemplo, pode ser explicada pela presenca de residuos negativamente carregados

(4cido sialico) na mucina - a glicoproteina que compde 0 muco. Em meio acido, os grupos amino da
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quitosana sdo carregados positivamente e, portanto, podem interagir com a mucina. Esta mucoadesao
esta diretamente relacionada ao grau de desacetilizacdo da quitosana. Se o aumento DDA da quitosana
aumenta, o numero de cargas positivas também aumenta, o que leva a propriedades mucoadesivas
melhoradas.

Rao et al. (1997) [33] demonstrou que a atividade hemostatica da quitosana também pode
estar relacionada a presenca de cargas positivas no backbone de quitosana. De fato, as membranas
dos glébulos vermelhos séo carregadas negativamente e, portanto, podem interagir com a quitosana
carregado positivamente. Além disso, a quitina mostra atividade hemostatica menos eficaz do que a
quitosana, o que tende a confirmar esta explicacéo.

Verificou-se também que, devido as suas cargas positivas, a quitosana pode interagir com a
parte negativa da membrana das células, o que pode levar a reorganizacéao e a abertura das proteinas
de juncdo apertada, explicando a propriedade de aumento de permeacdo deste polissacarideo. Se o
quitosana DDA aumenta, a capacidade de permeacdo também aumenta [34].

O caso da atividade antimicrobiana de quitosana € um pouco mais complexo; Dois
mecanismos principais foram relatados na literatura para explicar as atividades antibacterianas e
antifungicas de quitosana. No primeiro mecanismo proposto, a quitosana carregada positivamente
pode interagir com grupos carregados negativamente na superficie das células e, como consequéncia,
alterar sua permeabilidade. 1sso evitaria que materiais essenciais entrassem nas células e/ou levassem
ao vazamento de solutos fundamentais para fora da célula. O segundo mecanismo envolve a ligacao
da quitosana com o0 DNA celular (ainda através de grupos amino protonados), o que levaria a inibicao
da sintese de ARN microbiana. A propriedade antimicrobiana de quitosana pode, de fato, resultar de
uma combinacéo de ambos os mecanismos [35, 36]

A natureza policationica da quitosana também permite explicar os efeitos analgésicos da
mesma. De fato, os grupos amino dos residuos de D-glucosamina podem protonar na presenca de
ions de prétons que sdo liberados na area inflamatdria, resultando em um efeito analgésico [37].

No que diz respeito a biodegradabilidade da quitosana, sua taxa de degradacdo é
principalmente relacionada ao seu grau de desacetilacdo. Para explicar essa relacdo, é importante
lembrar que a quitosana é um polimero semi-cristalino. A cristalinidade ¢ maxima para um DDA
igual a 0 ou 100% (quitina ou quitosana totalmente desacetilado, respectivamente) e diminui para
DDA intermediario. No entanto, como a cristalinidade do polimero esté inversamente relacionada a
cinética de biodegradacdo, quando a quitosana DDA diminui (perto de 60%), sua cristalinidade
também diminui, o que resulta em um aumento da taxa de biodegradacao. Além disso, a distribuicdo
de residuos de acetilo ao longo do quitosana também afetara sua cristalinidade e consequentemente a

taxa de biodegradagdo. Finalmente, pode-se razoavelmente assumir que as cadeias de quitosana
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menores serdo mais rapidamente degradadas em oligossacarideos do que a quitosana com maior
massa molecular [34].

Considerando todas as propriedades acima mencionadas, ndo € surpreendente que a quitosana
tenha sido e seja testada em muitas aplicagdes biomédicas e farmacéuticas, principalmente para
suturas, implantes dentarios e 6sseos e como curativo para feridas [36].

Diferentes técnicas de processamento podem ser aplicadas para produzir membranas a base
de quitosana, tais como fundi¢do de solvente, casting, inversdo de fase e pelo método de eletrofiacéo.
O processo de eletrofiagdo se tornou muito atrativo devido a sua metodologia de baixo custo e sua
capacidade de produzir nanofibras a partir de diversos materiais, de um modo simples, repetitivo e de

facil manipulacéo [6].

3.4 - Eletrofiacéo

O processo de utilizacdo de forcgas eletrostaticas para formar fibras sintéticas € conhecido ha
mais de 100 anos. Durante o processo de eletrofiagdo, um campo eletrostatico forte é aplicado a uma
solucdo de polimero mantida em uma seringa com uma saida capilar. A repulsdo entre as cargas na
superficie da gota na ponta capilar compete com a tensdo superficial, que tende a estabilizar a queda.
Quando a tensdo ultrapassa um valor limite, a forca elétrica supera a tenséo superficial da gota e um
jato carregado da solucéo é ejetado tomando uma forma conica, conhecida como cone Taylor. A
medida que o jato se move em diregédo ao coletor, o solvente evapora e uma matriz interconectada de
pequenas fibras se forma no coletor aterrado. Os diametros das fibras de polimero estdo ao redor de
nanémetros, de poucas dezenas de nandmetros a micrémetros [39, 40].

A capacidade de produzir facilmente materiais nesta escala de tamanho biol6gico criou um
renovado interesse em eletrofiacdo para aplicacGes em engenharia de tecidos e entrega de farmacos
[41].

Uma configuracéo tipica do aparelho de eletrofiacdo consiste em um capilar através do qual
o liquido a ser eletrofiado é forcado; uma fonte de alta tensdo com polaridade positiva ou negativa,
que injeta carga no liquido e um coletor aterrado (Fig. 3). Uma bomba de seringa, é tipicamente
utilizada para forcar o liquido através de um capilar de pequeno didmetro formando uma gota
pendente na ponta. Um elétrodo da fonte de alta tenséo é ligado diretamente ao capilar utilizando-se
uma agulha metalica. A fonte de tensdo é entdo ligada e a carga é injetada na solucdo de polimero
[42].
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Alimentagdo de Alta tensdo

Solugdo de polimero

Formagdo de fibras

Cone de Taylor
Placa coletora

Figura 3 Diagrama esquematico do aparelho de eletrofiacéo
Fonte: Adaptado de JENNINGS et al., 2017 [30]

3.4.1- Parametros que afetam a eletrofiacdo

Existem varios fatores que afetam o processo eletrofiacdo. Estes fatores sdo classificados
como paréametros para a eletrofiacdo, solucéo e parametros ambientais. Fazem parte dos parametros
de eletrofiacdo o campo elétrico aplicado, a distancia entre a agulha e o coletor, a taxa de fluxo e o
didametro da agulha. Os parametros da solucdo incluem o solvente, a concentracdo do polimero, a
viscosidade e a condutividade da solucdo. J& os parametros ambientais dizem respeito a umidade
relativa e a temperatura. Todos estes parametros afetam diretamente a geracdo de fibras de
eletrofiadas lisas e livres de granulos. Portanto, para obter uma melhor compreensdo da técnica de
eletrofiacdo e fabricacdo de nanofibras poliméricos, é essencial para compreender completamente 0s

efeitos de todos estes parametros de governo [41].

3.4.1.1- Efeito da voltagem aplicada

Sabe-se que no processo de eletrofiagdo, a aplicacdo de um fluxo de corrente de alta tenséo
em uma solucdo polimérica por meio de uma agulha metalica, fara com que ocorra a formacao de
uma gota esférica, chamada cone de Taylor. Essa gota esférica resultara na producdo de fibras
ultrafinas quando atingida uma tenséo critica. Este valor critico da tensao aplicada varia de polimero

para polimero [41].
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Jabur et al. (2015) [43] investigou o efeito da tensdo aplicada nos didametros das fibras obtidas.
Para isso, ele variou a tensdo entre 5 a 25 kV quando eletrofiou uma solucdo de PVA e manteve
sempre 0s outros pardmetros de processo constantes. Como resultado, pode-se verificar que o
didmetro das fibras diminuiu com o aumento do campo elétrico aplicado. A uma tenséo de 5kV, o
didmetro médio obtido foi de aproximadamente 910 nm, sendo que a uma tensao de 25kV alcangou-
se didmetros médio de apenas 150nm.

A formagdo de nanofibras de menor didmetro com um aumento na tenséo aplicada é atribuida
ao alongamento da solucéo polimérica, visto que hd uma maior repulsdo de carga dentro do jato.
Porém, um aumento na tensdo aplicada para além do valor critico ira resultar na formacéo de beads
ou nanofibras. A formacéo de beads com o aumento na tensdo aplicada é atribuida a diminuicéo do

tamanho do cone de Taylor e ao aumento na velocidade do jato [41].

3.4.1.2  Efeito da taxa de alimentacéo

O fluxo com que a solugdo polimérica atravessa a ponta da agulha metalica determina a
morfologia das nanofibras eletrofiadas. Nanofibras uniformes e livre de beads podem ser preparadas
quando encontrada a taxa de alimentacgdo critica de uma determinada solu¢do polimérica. Este valor
critico varia com o sistema e o polimero. Aumentar a taxa de alimentacdo para além de um valor
critico pode ndo so levar ao aumento didmetro médio das fibras, como também pode acarretar na
formacéo de beads (devido a secagem incompleta do jato de nanofibras durante o “voo” entre a ponta
da agulha e o coletor metalico) [41].

Para examinar o efeito da taxa de alimentacdo no diametro das nanofibras, Jabur et al. (2015)
[43] realizou alguns experimentos. Uma solucdo contendo 10% em massa de PVA foi eletrofiada,
variando-se a taxa de alimentacdo e mantendo constante as outras variaveis. Nesse caso, quando a
taxa de alimentagdo foi aumentada para 0,10 mLh obteve-se nanofibras ndo uniformes, superficiais
e ocorreu a formacdo de beads. Contudo, quando a taxa de alimentacdo foi aumentada para 0,2mLh"
! formaram-se nanofibras homogéneas e isentas de defeitos [43]. Uma vez que 0s aumentos e as
diminuicgdes da taxa de alimentacdo afetam a formacéo e diametro da nanofibra, é preferida uma taxa
minima que mantenha um equilibrio entre a solu¢éo polimérica que sai e a substituicdo dessa solugao
por uma nova durante a formacao do jato. Isto também permitird a formacao de um cone de Taylor

estavel.
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3.4.1.3- Efeito da distancia entre agulha e coletor e diametro da agulha

A distancia entre a ponta da agulha e o coletor desempenha um papel essencial na
determinacdo da morfologia de uma nanofibra eletrofiada. Semelhante ao campo elétrico, a
viscosidade e a taxa de alimentacdo aplicada, a distancia entre a ponta da agulha e o coletor também
varia com o sistema polimérico. A morfologia da nanofibra pode ser facilmente afetada pela distancia
pois determinara o tempo que o solvente tem para evaporar antes da solucgdo atingir o coletor. Assim,
é necessario manter uma distancia critica para que seja possivel obter nanofibras eletrofiadas lisas e
uniformes, sendo que, quaisquer alteracGes em ambos os lados da distancia critica afetardo a
morfologia das nanofibras [41].

Em um estudo realizado por Jaubor et al (2015) [43] pode-se observar que, quando se aumenta
a distancia entre a ponta da agulha e o coletor, o didmetro médio da fibra tem uma leve tendéncia a
diminuir. Em distancias de 4 cm, por exemplo, obteve-se nanofibras com diametros médios de 875
nm, engquanto que a distancias de 20 cm, obteve-se nanofibras com diametros de apenas 250 nm.
Possivelmente, isso se deve ao fato de que, distancias maiores aumentam o tempo de eje¢éo do jato
até o coletor, dando tempo suficiente para o solvente evaporar completamente. Uma distancia muito

pequena pode fazer com que ainda fibras Umidas atinjam o coletor.

3.4.1.4-  Efeitos da concentracdo de polimero e da viscosidade da solucéo

A concentracdo e a viscosidade da solucdo sdo dois fatores inter-relacionados na eletrofiacgéo.
Por meio da competicdo ente a viscosidade e a tensdo superficial, 0 aumento do didmetro com a
concentracdo pode ser explicado. Quando a concentragdo da solucdo polimérica € baixa, 0 campo
elétrico aplicado e a tenséo superficial faz com que as cadeias poliméricas quebrem em fragmentos
antes de alcancar o coletor. Estes fragmentos provocam a formacdo de beads ou nanofibras com
beads. Aumentar a concentracdo da solucdo polimérica levara a um aumento na viscosidade, o que
aumenta entdo o entrelacamento das cadeias poliméricas. Estes entrelacamentos superam a tensao
superficial e, em ultima analise, resultam em nanofibras eletrofiadas sem beads e uniformes. Além
disso, 0 aumento da concentracdo para além de um valor critico (a concentragdo na qual sdo formadas
nanofibras uniformes e sem beads) dificulta o fluxo da solucdo atravessar a ponta da agulha (a solucéo
de polimero seca na ponta da agulha metalica e bloqueia-a) o que resulta em defeitos ou nanofibras
com beads [44].
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3.4.1.5-  Efeito da condutividade da solugdo

A condutividade da solucdo ndo so afeta a formagéo do cone de Taylor, como também ajuda
a controlar o diametro das nanofibras. Em solu¢des com menor condutividade, a superficie da gota
ndo tera carga para formar um cone de Taylor, como resultado, ndo havera eletrofiacdo. Aumentar a
condutividade da solucéo para um valor critico ndo sé aumentara a carga na superficie da gota para
formar o cone de Taylor, mas também causara uma diminui¢do no diametro da fibra. Aumentar a
condutividade para além de um valor critico ira novamente impedir a formacéo de cone de Taylor e
a eletrofiacdo. A condutividade de uma solugédo de polimero pode ser controlada pela adi¢do de um
sal apropriado a solucdo. A adicdo de sal afeta o processo de eletrofiacdo de duas maneiras: (a)
aumenta o nimero de ions na solucao de polimero, o que resulta no aumento da densidade de carga
superficial do fluido e da forca eletrostatica gerada pelo campo elétrico aplicado e (b) aumenta a
condutividade da solucdo polimérica, 0 que resulta na diminuicdo do campo elétrico tangencial ao

longo da superficie do fluido [41].

3.4.1.6-  Papel do solvente na eletrofiagio

A selecdo do solvente é um dos fatores-chave para a formacao de nanofibras de eletrofiadas
uniformes e isenta de beads. Geralmente, duas coisas precisam ser mantidas em mente antes de
selecionar o solvente. Em primeiro lugar, os solventes preferidos para o processo de eletrofiacdo sdo
aqueles capazes de solubilizar completamente o polimero. Em segundo lugar, o solvente deve ter um
ponto de ebulicdo moderado. Seu ponto de ebulicdo d& uma ideia sobre a volatilidade de um solvente.
Geralmente, os solventes volateis sdo preferidos, pois as suas elevadas taxas de evaporagdo estimulam
a facil evaporacao do solvente das nanofibras durante o seu voo da ponta da agulha para o coletor.
Contudo, os solventes altamente volateis sdo maioritariamente evitados porgque 0s seus pontos de
baixa ebulicdo e as elevadas taxas de evaporacdo provocam a secagem do polimero na ponta da
agulha. Esta secagem bloqueard a ponta da agulha e, portanto, impedira o processo de eletrofiacéo.
Da mesma forma, os solventes menos volateis também sdo evitados porque os seus pontos de ebulicéo
elevados impedem a sua secagem durante o voo de jato de nanofibras. A deposicéo de nanofibras que

contém solvente no coletor causara a formacao de nanofibras com beads [41].



31

3.4.1.7 - Efeito da umidade

Além dos pardmetros de eletrofiacdo e solucdo, recentemente, tem sido relatado que fatores
ambientais como a umidade relativa também afeta o didmetro e a morfologia das nanofibras. A
umidade causa mudancas no didametro das nanofibras, controlando o processo de solidificacao do jato
carregado. Este fenébmeno é, contudo, dependente da natureza quimica do polimero. Casper et al.,
(2004) [45] analisaram o efeito da umidade em uma solucdo a 35% em massa de poliestireno
dissolvida em THF. Para isso, ele usou diferentes faixas de umidade, variando de 35% a 72%, sendo
este 0 Unico fator alterado durante a eletrofiacdo. Os dados obtidos mostraram que, a medida que a
umidade aumenta, o didmetro dos poros e a distribuicdo dos tamanhos dos poros também aumenta.

A Tabela 1 apresenta de forma resumida o efeito que possivelmente ocorrerd na morfologia
da nanofibra quando altera-se as variaveis do processo.

Tabela 1.Efeitos dos parametros de eletrofiacdo na morfologia da fibra

Parametro Efeito na morfologia da fibra

Com o aumento da voltagem aplicada
Com a diminuicdo da taxa de alimentagéo

Com a diminuicdo da distancia entre o
capilar e o coletor
Elevada concentracdo do
(viscosidade)

Com o aumento da condutividade da

polimero

solugéo
Quando o solvente apresenta alta
volatilidade

Inicialmente diminui o diametro da fibra, em
seguida aumenta

Diminui o didametro da fibra (ocorrem beads se
a taxa de alimentacdo é muito alta)

Aumenta o didmetro da fibra (ocorrem beads se
a distancia ente o capilar e o coletor é muito
pequena)

Diametro da fibra aumenta (a uma distancia
adequada)

Diminui o didmetro da fibra

As fibras exibem microestrutura (poros em suas
superficies, o que pode aumentar a é&rea

superficial)

Fonte: Adaptada de (SILL et al., 2008) [41]

3.5 Blendas de Quitosana/PEO

A modificagdo de polimeros existentes se desenvolveu bastante ao longo da ultima década
devido aos menores custos e tempo envolvidos na obtencdo de novos polimeros. Uma blenda pode
ser definida como uma mistura preparada a partir de pelo menos dois polimeros estruturalmente
diferentes que interagem sem formacdo de ligacdo covalente. Uma das principais vantagens desta
abordagem é que sdo obtidos materiais com propriedades diferentes dos polimeros originais. A

mistura pode ser formada por diferentes métodos: mistura fisica de dois polimeros em condicGes de
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fusdo, dissolugcdo em um solvente comum ou polimerizacgéo in situ na qual ocorre a polimerizagéo de
mondmeros na presenca de um polimero [46].

O poli (6xido de etileno) (PEO) é um poliéter semi-cristalino, biocompativel, possui baixa
toxicidade, é bastante solivel em agua devido as ligacdo de hidrogénio e um dos poucos polimeros
sintéticos aprovados para uso interno em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos [47]. Além
disso, devido a existéncia de ligacfes C-O em sua estrutura, este polimero pode se ligar facilmente a
outros, dando origem a misturas poliméricas homogéneas [46, 48]

Embora a quitosana tenha muitas vantagens visiveis como biomaterial e alguns autores
tenham tido sucesso em obter fibras eletrofiadas desse polimero puro, a eletrofiacdo da quitosana
geralmente é limitada. 1sso ocorre principalmente devido a sua natureza policatiénica na solucéo,
estrutura quimica rigida e interacfes inter e intra-moleculares especificas. A formacdo de fortes
ligacdes de hidrogénio pode impedir a livre circulagdo de segmentos da cadeia polimérica expostos
ao campo elétrico, levando a quebra de jato durante o processo. Além disso, a forca repulsiva entre
0s grupos iénicos no esqueleto do polimero dificulte a formacéo de emaranhados de cadeia suficientes
para permitir a formacao continua de fibras durante o alongamento, chicoteamento e flexdo do jato,
geralmente resultando em nanobeads em vez de nanofibras [49, 48, 50].

Um dos métodos mais bem-sucedidos utilizados para melhorar a eletrofiacdo da quitosana
misturando-a com uma segunda fase polimérica natural ou sintética. Este agente de cofiacdo é
usualmente um polimero facilmente eletrofiavel, como PEO. A segunda fase pode ser adicionada na
gama de 10 e 90% em peso [47, 48].

Para a aplicacGes biomédicas dessas membranas, é preferivel que se use a menor quantidade
da segunda fase polimérica possivel, com o intuito de se manter as propriedades particulares da
quitosana, como sua capacidade antimicrobiana [47, 48]. Dessa forma, essas membranas poderao ser
excelentes candidatas para aplicagdes em curativo para feridas.

3.6 Nanofibras de quitosana como curativo para feridas e liberacéo controlada de farmaco

As nanofibras produzidas pelo método de eletrofiacdo possuem alta porosidade, alta area
superficial especifica, e sdo capazes de imitar a matriz extracelular natural, o que as torna excelentes
candidatos para aplicagdes de biomateriais. As membranas eletrofiadas a base de quitosana aparecem
hoje como um biomaterial emergente em aplicacdes de cura para feridas [7].

Em um estudo realizado por Chen et al. (2008) [38] foi avaliada a capacidade de utilizacéo da
membrana eletrofiada da blenda de Quitosana/PEO como curativo para ferida. As matrizes

mostraram excelente biocompatibilidade com a pele, sem citotoxicidade e mostraram ser um bom
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suporte para a proliferacdo celular. Alem disso, em comparacdo com curativos convencionais, 0
scaffold produzido apresentou melhor tempo de cicatrizacdo e maior facilidade de producéo.

Trinca et al. (2017) [6] produziu matrizes tridimensionais de camada dupla, constituidos por
camadas eletrofiadas de PCL + Quitosana/PEO, sendo a blenda de Quitosana/PEQO projetada para
estar em contato direto com a pele e a matriz de PCL para melhorar as propriedades mecanicas desse
scaffold. Verificou-se que a potencialidade de aplicacdo do scaffolds produzido para o tratamento de
feridas na pele. As matrizes produzidas foram capazes de inchar até 370% sem qualquer perda
mecanica ou estrutural devido & expansdo, sendo esta caracteristica atribuida a sua alta porosidade
(aproximadamente 85%), que também contribuiu fortemente para a elevada taxa de permeacédo de
vapor de 4gua observada (cerca de 730 g/m?/dia), tornando-os adequados para o tratamento de feridas
exsudativas. Mais importante, o ensaio de contato direto mostrou que os scafflds produzidos ndo séo
citotoxicos para as células, uma vez que a percentagem de células vidveis permaneceu acima de 84%.
Uma reducdo da viabilidade maior que 30% seria considerado um efeito citotoxico. Além disso, as
propriedades mecanicas dos scafflds desenvolvidos estavam em concordancia com os requerimentos
normais de pele.

Para além das varias caracteristicas relevantes e atrativas encontradas nas matrizes produzidas
com blendas de quitosana, é possivel melhorar ainda mais o seu desempenho incorporando compostos
farmacéuticos e outras moléculas bioativas. A incorporacdo de farmacos no scaffold de nanofibras
pode proporcionar um sistema de administracdo de farmaco bastante eficiente com uma éarea
superficial elevada para uma libertagdo controlada, dependendo do tamanho e densidade dos poros,
bem como da taxa de degradacédo do biopolimero. De fato, materiais com propriedades cicatrizantes,
antibacterianas e anti-inflamatdrias podem ser incorporados em um scaffold com o objetivo de
proporcionar uma liberacdo do farmaco diretamente no local do tecido lesado da forma mais
fisiologicamente aceitavel [28].

Em geral, quanto menor as dimensdes do farmaco e o material de revestimento necessario
para encapsular o medicamento, melhor o medicamento sera absorvido pelo organismo humano. O
fornecimento de farmaco com nanofibras de polimero baseia-se no principio de que a taxa de
dissolugdo de um farmaco em particulas aumenta com o aumento da area superficial tanto do farmaco
como do transportador correspondente [51].

Devido a caracteristicas excepcionais das nanofibras, como a relagdo superficie/volume
extremamente alta, as nanofibras de polimero obtidas por meio de eletrofiacdo foram propostas para
uma variedade de aplicacdes, especialmente nos sistemas de liberacdo de farmacos. Em comparacéo
com outras formas de dosagem, foram reconhecidas varias vantagens de usar nanofibras de polimero

eletrofiados. Os compostos terapéuticos podem ser convenientemente incorporados nos polimeros
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transportadores utilizando a eletrofiacdo. O perfil de liberacdo de farmaco pode ser finamente
adaptado por uma modulacdo sobre a morfologia, porosidade e composicdo da membrana
nanofibrosas. O didmetro muito pequeno das nanofibras pode fornecer um curto comprimento de
passagem de difusdo. E a alta area de superficie é Gtil para uma transferéncia de massa e liberacéo
eficiente de medicamentos [51].

Alavarse et al. (2017) [28] incorporou a tetraciclina em scaffolds eletrofiados de blendas de
Quitosana/PVA. A incorporacgdo do farmaco antibiotico nas nanofibras pelo processo de eletrofiacdo
ndo alterou sua atividade antibidtica nem as propriedades morfologicas da matriz eletrofiada, quando
se comparou matrizes sem e com a tetraciclina. Verificou-se, por meio de testes de perfil de liberagédo
de farmaco, que 80% da quantidade total de tetraciclina incorporada nas matrizes de nanofibras foi
administrada ao longo de um intervalo de tempo de 24h, o que corresponde ao periodo de incubacgéo
para a analise do crescimento de bactérias. Essa quantidade de liberacéo foi suficiente para inibir o
crescimento das bactérias. O efeito antibacteriano foi mais eficiente contra a S.epidermidis e S.aureus
Gram-positivas do que para a E.coli Gram-negativa, principalmente devido a sua estrutura de parede
celular diferente. Além disso, o tamanho sub-micrémetro dos poros apresentados nas matrizes
tridimensionais eletrofiadas podem impedir que o tecido lesionado seja penetrado por qualquer
bactéria exogena.

Um medicamento indicado para o tratamento de infeccbes da pele com pouco estudo quanto

a sua aplicacdo junto a biomateriais é o sulfato de neomicina.

3.7 Sulfato de Neomicina

Os antibidticos aminoglicosideos sdo parte importante do arsenal terapéutico antibacteriano
desde seu descobrimento, na década de 40. Os estudos que culminaram com o descobrimento desta
nova classe de antibioticos iniciaram-se em 1939, no Departamento de Microbiologia da Unidade de
Agricultura Experimental da Universidade Rutgers, de New Jersey, nos Estados Unidos. Os
aminoglicosideos tém massa molecular que varia de 445 a 600 daltons, sdo altamente sollveis em
agua, estaveis em pH 6 a 8 e possuem estrutura polar catiénica, 0 que impede a sua absor¢édo oral e
dificulta sua penetracdo no espaco intracelular ou através da barreira hematoencefalica. Sua atividade
antimicrobiana ocorre principalmente em meio aerdbio e em pH alcalino, pois necessita de oxigénio
para transporte ativo nas células microbianas e é mais ativo em meio alcalino do que &cido. A
farmacocinética de todos os aminoglicosideos € bastante semelhante. Devido a sua natureza polar,
sdo pouco absorvidos pelo trato gastrintestinal, sendo que menos de 1% da dose € absorvida apds

administracdo oral ou retal. A principal via de administracdo é, portanto, parenteral, com a droga
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atingindo concentracdo plasmatica maxima depois de 30-90 minutos da aplicagdo intramuscular, e 30
minutos apos sua injecao intravenosa [52].

A neomicina, que € principalmente usada como sulfato, € um antibiotico aminoglicosideo de
grande amostragem, amplamente utilizado, produzido durante a fermentagdo de Streptomyces
fradiae. E um composto basico, mais ativo em uma reacao alcalina e termicamente estavel. E soldvel
em agua e insoltvel em solventes organicos. Ele mantém a sua eficacia em solugcdo aquosa e outros
veiculos em comparagdo com outros antibioticos. Inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, especialmente microbactérias, mas ndo é ativa contra fungos. O sulfato de neomicina
é composto principalmente de uma mistura de neomicina B e seu estereoisdmero neomicina C. A
poténcia antimicrobiana da neomicina C é inferior a da neomicina B, exigindo um limite para a
neomicina C em amostras comerciais. O sulfato de neomicina € usado em muitos medicamentos
topicos, como cremes, unguentos e colirios [53, 54, 55, 56].

Propde-se no presente trabalho aliar as qualidades curativas da quitosana com a capacidade
de combater bactérias do antibidtico sulfato de neomicina, eletrofiando o farmaco juntamente com a
matriz polimérica e também depositando 0 mesmo nas membranas eletrofiadas, a fim de avaliar a

capacidade dessas membranas como curativo para feridas.
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CAPITULO 2

INCORPORAGCAO DE PEO EM QUITOSANA PARA OBTENCAO DE NANOFIBRAS
POLIMERICAS POR ELETROFIACAO

RESUMO: As nanofibras podem ser produzidas pelo método de eletrofiacdo, uma técnica simples,
econdmica e versatil que utiliza uma forca elétrica para gerar fibras nanométricas a partir de uma
solucdo polimérica. A quitosana € um polimero atoxico, biodegradavel, biocompativel, obtido por
meio de fontes naturais renovaveis que vem despertando o interesse de pesquisadores. No entanto,
devido a dificuldade de eletrofiacdo desse material puro, tem-se buscado aliar o poli (6xido de etileno)
PEO a matriz polimérica da quitosana, a fim de se facilitar o processo de obtencéo de fibras. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar diferentes propor¢ées de quitosana e PEO nas solucbes
poliméricas a fim de se obter nanofibras eletrofiadas contendo a menor quantidade possivel de PEO
na blenda. Os parametros de processo também foram avaliados e os que mostraram melhor resultado
foi uma concentragdo de 4% (m/v) de quitosana e 2% (m/v) de PEO, tensdo aplicada de 18kV e
distancia entre o coletor e agulha de 20cm. O poli (6xido de etileno) mostrou-se excelente como
auxiliador na fiacdo da quitosana, sendo possivel obter fibras contendo somente 10% (v/v) de PEO
na blenda, sendo que as mesmas apresentaram diametro médio de apenas 900nm. As nanofibras
obtidas foram caracterizadas por meio de anélises fisico quimicas, as quais mostraram que a mistura
desses polimeros alterou suas propriedades naturais como estabilidade térmica, ponto de fusdo e
cristalinidade. A incorporacdo de pequenas quantidades de PEO a matriz polimérica de quitosana se
mostrou, entdo, uma estratégia eficaz para a obtencdo de nanofibras por meio do processo de

eletrofiacéo.

Palavras chaves: Nanomateriais, Fibras poliméricas, Biopolimeros

1. INTRODUCAO

A eletrofiacdo é um método simples e eficaz para produzir membranas em escala nanométrica

a partir de polimeros de origem natural e sintética. Esta técnica ganhou muita atencdo devido a sua

versatilidade, reprodutibilidade e elevada area superficial especifica que os materiais fabricados por
essa técnica produzem [1, 2]

Uma unidade de eletrofiacdo é composta por uma seringa conectada a uma agulha de

metal, uma fonte de alta tensdo, uma bomba infusora e um coletor metalico aterrado. Durante o
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processo de formacao de nanofibras, um campo elétrico é aplicado a uma solugéo polimérica mantida
na seringa. A bomba infusora ird empurrar a solucdo a uma velocidade previamente determinada,
ocorrendo a formacdo de uma gota na ponta da agulha. A repulséo entre as cargas na superficie da
gota, devido a tensdo aplicada, compete com a tenséo superficial da solucéo, que tende a estabilizar
a queda. Quando a tenséo ultrapassa um valor limite, a forca elétrica supera a tensdo superficial da
gota e um jato carregado da solucédo € ejetado tomando uma forma cénica, conhecida como cone
Taylor. A medida que o jato se move em direcdo ao coletor, o solvente evapora e uma matriz
interconectada de pequenas fibras se forma no coletor aterrado. [3, 4, 5]. A producdo de nanofibras
por eletrofiacdo é dependente de parametros de processo, tais como tipo de solvente, polimero,
viscosidade da solucédo, concentracdo de polimero, condutividade, tenséo superficial, interacdes intra
/ intermoleculares, tensdo, vazao, distancia do coletor e diametro da agulha [6].

Diferentes tipos de polimeros naturais e sintéticos tem sido usado no processo de eletrofiacéo.
A quitosana, derivada N-desacetilado da quitina obtida de cascas de crustaceos por desacetilacdo
alcalina, € um polimero natural que tem recebido atencdo especial devido as suas propriedades
notaveis, como nao-toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade hemostatica e
antibacteriana [7, 8]. Embora a quitosana tenha muitas vantagens visiveis como biomaterial, a
eletrofiacdo desse polimero € limitada principalmente devido a sua natureza policatidnica na solucao,
estrutura quimica rigida e interacOes inter e intramoleculares especificas. A formacdo de fortes
ligacBes de hidrogénio impede a livre circulacdo de segmentos da cadeia polimérica expostos ao
campo elétrico, levando a quebra de jato durante o processo. Além disso, a forca repulsiva entre 0s
grupos iénicos no esqueleto do polimero dificulte a formacao de emaranhados de cadeia suficientes
para permitir a formacéo continua de fibras durante o alongamento, chicoteamento e flexdo do jato,
geralmente resultando em nanobeads em vez de nanofibras [9, 10, 11]

O poli (6xido de etileno) (PEO) é um poliéter semi-cristalino, biocompativel, possui baixa
toxicidade, é bastante solivel em agua através de ligacao de hidrogénio e um dos poucos polimeros
sintéticos aprovados para uso interno em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos [12]. Além
disso, devido a existéncia de ligacbes C-O em sua estrutura, este polimero pode se complexar com
outros, dando origem a misturas poliméricas homogéneas [13, 14]. Essas caracteristicas tém levado
a escolha desse material como segunda fase polimérica para a eletrofiacdo da quitosana.

Mediante ao que foi exposto, esse trabalho tem como objetivo o estudo de diferentes solucoes
poliméricas onde as propor¢des de quitosana e PEO serdo avaliadas com o intuito de se obter
nanofibras eletrofiadas contendo a menor quantidade possivel de PEO na blenda. Os parametros de
eletrofiagéo serdo avaliados a fim de se determinar as melhores condigdes de processo e a membrana

obtida sera caracterizada por meio de analises fisico-quimicas.
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIAIS

Uma amostra de quitosana com grau de desacetilacdo de 85% foi utilizada para a preparacéo
da solucéo polimérica. A amostra de poli(6xido de etileno) empregado na elaboracdo da blenda foi

doada pela UEM (Universidade Estadual de Maringa).

2.2 METODOS

2.2.1 PREPARO DAS SOLUCOES

Solucdes de quitosana nas concentracdes de 1%, 2%, 3%, 4% e 5% (m/v) foram preparadas
com o intuito de se determinar a concentracdo 6tima para o processo de eletrofiacdo. Utilizou-se como
solvente uma solucdo aquosa de &cido acético 90% (v/v). As amostras foram pesadas, diluidas e
ficaram sob agitagdo em um agitador magnético durante 24horas, para garantir completa dissolugdo
do polimero. Posteriormente, foram preparadas solucbes de poli (6xido de etileno) (PEO) nas
concentracdes de 2%, 3% e 4% (m/v) utilizando-se como solvente o acido acético 50% (v/v). Da
mesma forma, essas solucdes ficaram sob agitacdo por 24 horas, para garantir completa dissolugéo
do soluto. Apds determinar-se a concentracdo de quitosana que apresentou as melhores propriedades

para ser eletrofiada, a mistura desse polimero com o PEO foi avaliada.

2.2.2 PREPARACAO DAS BLENDAS POLIMERICAS

As blendas de Quitosana/PEO foram preparadas partindo-se das solu¢fes dos polimeros puras,
respeitando-se as proporc¢des, em v/v, indicadas na Tabela 1, ou seja, na razdo (Quitosana:PEQO) de
90:10, 80:20, 70:30, 60:40 e 50:50 para cada concentracdo prepara de PEO, mantendo-se a
concentragdo de Quitosana constante. As misturas dessas solucGes foram deixadas sob agitacdo
magnética por mais 15 minutos, sendo em seguida submetidas ao processo da eletrofiacdo nas

condicdes de processo indicadas na Tabela 2.
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Tabela 1. Condicdes experimentais utilizadas na preparagdo das blendas de Quitosana/PEO

Concentracdo da Quitosana Concentracéo do PEO (%) Proporc¢édo Quitosana/PEO
(%) (vIv)
90:10
80:20
2 70:30
60:40
50:50
90:10
80:20
4 3 70:30
60:40
50:50
90:10
80:20
4 70:30
60:40
50:50

2.2.3 PARAMETROS PARA A ELETROFIACAO

Os experimentos de eletrofiacao foram realizados a temperatura ambiente e a umidade relativa
foi mantida entre 30 a 45%. A solucédo de polimero foi transferida em uma seringa de 3 mL com uma
ponta capilar de didmetro interno 0,6 mm. Um fio de cobre conectado ao eletrodo positivo foi
acoplado ao capilar. Utilizou-se uma placa metélica como coletor e 0 mesmo foi conectado a terra.
Empregou-se entdo uma fonte de alimentacdo de alta tensdo para gerar o campo elétrico. A fim de
obter-se uma fibra livre de beads e com o0 menor didmetro possivel, os parametros distancia do coletor

a agulha, tensdo aplicada e taxa foram variados, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros utilizados para a eletrofiacdo das blendas.

Taxa de alimentagdo (mL.h?) Tensdo Aplicada Distancia entre a ponta do
(kV) capilar e o coletor (cm)

15

18 18

20

15

0,5 20 18
20

15

23 18

20
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2.2.4 MICROSCOPIA OPTICA (MO)

As membranas foram analisadas utilizando-se o0 microscépio éptico aproximado 400x e 1000x
e imagens da superficie foram registradas, 0 que nos permitiu avaliar se ocorreu ou ndo a formacéo

de beads e determinar o diametro média das fibras obtidas.

2.2.5 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

As curvas de TGA e suas primeiras derivadas (DTG) foram obtidas em um aparelho da Perkin
Elmer, modelo STA 6000 com taxa de aquecimento de 10°C.mim™, intervalo de temperatura entre
30°C e 600°C sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL.min. As massas de corpos de prova

utilizadas foram de aproximadamente 10 mg para as membranas resultantes das blendas eletrofiadas

2.2.6 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em um aparelho da Shimadzu, modelo DSC-60, sob taxa
de aquecimento de 10°C.mint, em um intervalo de temperatura entre 30°C e 200°C em cadinho de
aluminio (tampa furada) com massas de corpos de prova aproximadas de 10 mg. As amostras foram
submetidas ao seguinte ciclo térmico: aquecimento de 10 ° C/min até 200 °C e mantidos nesta

temperatura por 3 min e resfriamento com a mesma taxa até 30 °C.

2.2.7 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

As analises de difracdo de raios X foram conduzidas a temperatura ambiente em aparelho da
Bruker, mod. D2 Phaser, utilizando radiagdo Ka do cobre (1,5418 A), tensdo de 40kV e corrente
30mA. As membranas foram examinadas em um intervalo de 20 entre 1,5 e 30,0 graus a uma

velocidade de 1°.min™t.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 OBTENCAO DA MEMBRANA ELETROFIADA

Os materiais em escalas nanométricas sdo promissores para aplicacdes biomédicas, em
especial quando esses materiais sdo produzidos utilizando-se polimeros naturais. Muitos trabalhos
encontrados na literatura obtiveram éxito ao eletrofiar a quitosana pura [14, 15, 16, 17,3]. No entanto,
estes resultados sdo dificeis de serem reproduzidos, visto que a massa molar desse polimero interfere
diretamente na sua capacidade de ser eletrofiado e o grau de desacetilacdo é o Unico fator controlavel
quando se adquire a quitosana por meio de empresas especializadas. Dessa forma, buscou-se uma
metodologia que otimizasse a obtenc¢do das nanofibras contendo quitosana, a qual ndo dependesse de
uma massa molar especifica e que os fatores de processo fossem facilmente ajustaveis. Optou-se
entdo em trabalhar com uma blenda contendo quitosana e poli (6xido de etileno) (PEO), onde essa
segunda fase polimérica auxiliaria no processo de eletrofiacdo (Duan et al. (2004) [18]. Como o
intuito deste trabalho foi aproveitar ao maximo as propriedades que os polimeros naturais apresentam,
estudou-se diferentes proporgdes da mistura de quitosana e PEO, a fim de se obter uma membrana
eletrofiada que contivesse a menor quantidade possivel de PEO na blenda.

As solucbes poliméricas foram preparadas separadamente e depois misturadas em diversas
proporcdes. Os solventes mais reportados na literatura para a dissolucdo da quitosana sdo o acido
trifloracético e o &cido acético concentrado. Optou-se por trabalhar com o &cido acético como
solvente, como prop6s Geng et al. (2005) [16] devido aos efeitos nocivos que o acido triflloracético
apresenta. Da mesma forma, utilizou-se uma solucdo de acido acético para a dissolugdo do PEO.

Tendo estas informaces, avaliou-se 0 comportamento de uma amostra de quitosana quando
solubilizada em &cido acético nas concentracdes de 1% a 5% (m/v), a fim de se avaliar qual solugéo
apresentaria as caracteristicas ideais para o processo de eletrofiacdo. Em concentracfes inferiores a
4% (m/v) as solucdes mostraram-se pouco viscosas € inviavel para ser eletrofiada. Ja na concentracéo
de 5% (m/v), a mesma apresentou uma viscosidade muito elevada e também ndo pode ser processada
com eficiéncia. Optou-se entdo em trabalhar com a concentracao de 4% (m/v) de quitosana, visto que
essa ofereceu a viscosidade ideal para ser submetida a eletrofiacédo.

Em seguida, preparou-se solugdes de PEO nas concentragdes de 2%, 3% e 4% (m/v) e as
mesmas foram incorporadas em diferentes propor¢cdes & solugdo de quitosana previamente
selecionada (4% m/v), como definido na metodologia. Essas blendas foram entdo submetidas ao
processo de eletrofiagcdo, onde a capacidade de formacdo de fibras das mesmas foi avaliada. Por meio

das imagens obtidas pelo microscopio optico (marca) pode-se concluir que houve a formacao de
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fibras (Figura 1, 2 e 3) e apos eletrofiar uma maior quantidade de solucédo, a formacdo de membrana
também foi obtida com sucesso.

| . S X =V

Figura 3. Microfibras da Blenda de Quitosana/PEO 4%/4% (m/v) na propor¢do 90:10
v/v aumentanda 400 vezes (direita) e 1000 vezes (esquerda)

Por meio das imagens obtidas no microscopio dptico, foi possivel calcular o diametro médias
das fibras obtidas utilizando o programa “Quantikov Image Analyzer”. Esses dados s&o apresentados
nas Tabelas 3, 4 e 5.



Tabela 3. Diametro das fibras em diversas propor¢des da blenda Quitosana/PEO (4%/2%) m/v

Proporcdo  Tensdo  Distancia Media Desvio Menor Maior
Quitosana/P (kv) (cm) (um) Padréo Diametro Diametro

EO (um) (Lm) (km)

15 0,954 0,134 0,681 1,275

18kv 18 0,895 0,097 0,690 1,158

20 0,955 0,099 0,730 1,246

15 0,842 1,034 0,612 1,269

20kv 18 0,934 0,106 0,731 1,202

90/10 20 0,905 0,110 0,682 1,178

15 0,929 0,096 0,767 1,156

23kv 18 0,921 0,088 0,654 1,111

20 0,816 0,116 0,588 1,104

15 0,899 0,112 0,551 1,177

18kv 18 0,927 0,114 0,591 1,186

20 0,888 0,097 0,695 1,110

15 0,933 0,102 0,772 1,224

20kv 18 0,890 0,097 0,698 1,178

80/20 20 0,911 0,113 0,662 1,313

15 0,867 0,096 0,548 1,097

23kv 18 0,897 0,119 0,599 1,142

20 0,924 0,096 0,693 1,120

15 0,897 0,090 0,681 1,210

18kv 18 0,892 0,115 0,641 1,184

20 0,896 0,123 0,577 1,217

15 0,968 0,104 0,736 1,241

20kv 18 0,912 0,096 0,702 1,134

70/30 20 0,903 0,116 0,673 1,217

15 0,868 0,086 0,699 1,124

23kv 18 0,870 0,079 0,690 1,125

20 0,932 0,103 0,702 1,261

15 0,857 0,109 0,641 1,121

18kv 18 0,854 0,105 0,591 1,134

20 0,876 0,101 0,643 1,089

15 0,885 0,109 0,645 1,156

20kv 18 0,787 0,075 0,627 1,037

60/40 20 0,834 0,079 0,608 1,028

15 0,819 0,115 0,608 1,103

23kv 18 0,883 0,131 0,635 1,184

20 0,923 0,088 0,713 1,141

15 0,900 0,113 0,631 1,177

18kv 18 0,968 0,104 0,712 1,202

20 0,956 0,095 0,793 1,241

15 0,942 0,129 0,645 1,296

20kv 18 0,965 0,102 0,785 1,246

50/50 20 0,987 0,133 0,674 1,332

15 0,920 0,121 0,717 1,273

23kv 18 0,969 0,100 0,777 1,198

20 0,988 0,093 0,736 1,205
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Tabela 4. Diametro das fibras em diversas propor¢oes da blenda Quitosana/PEO (4%/3%) m/v
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Proporcéao Tensao Distancia Media Desvio Menor Maior
Quitosana/P (kv) (cm) (um) Padréo Diametro  Diametro

EO (Lm) (Lm) (Lm)

15 0,788 0,109 0,527 1,113

18kv 18 0,862 0,118 0,591 1,197

20 0,936 0,125 0,721 1,231

15 0,845 0,129 0,608 1,184

20Kv 18 0,844 0,079 0,662 1,020

90/10 20 0,871 0,102 0,635 1,163

15 0,949 0,110 0,695 1,233

23Kv 18 1,143 0,127 0,837 1,537

20 0,930 0,082 0,719 1,147

15 0,884 0,107 0,637 1,134

18kv 18 0,721 0,095 0,721 1,177

20 0,939 0,088 0,780 1,148

15 0,957 0,134 0,584 1,253

20Kv 18 0,987 0,123 0,637 1,241

80/20 20 0,903 0,102 0,721 1,220

15 0,930 0,111 0,712 1,232

23Kv 18 0,859 0,092 0,649 1,075

20 0,992 0,118 0,717 1,306

15 0,941 0,106 0,640 1,197

18kv 18 0,907 0,085 0,712 1,156

20 0,897 0,093 0,693 1,139

15 0,982 0,112 0,695 1,277

20Kkv 18 0,876 0,094 0,669 1,231

70/30 20 0,910 0,084 0,690 1,081

15 0,888 0,093 0,648 1,177

23Kv 18 0,894 0,088 0,721 1,121

20 0,899 0,078 0,708 1,071

15 0,874 0,099 0,690 1,156

18kv 18 0,937 0,073 0,760 1,125

20 0,912 0,109 0,681 1,237

15 0,920 0,088 0,717 1,117

20Kkv 18 0,893 0,075 0,669 1,092

60/40 20 0,891 0,096 0,641 1,120

15 0,917 0,104 0,690 1,179

23Kv 18 0,920 0,095 0,717 1,208

20 0,929 0,089 0,759 1,121

15 0,929 0,103 0,721 1,232

18kv 18 0,915 0,087 0,726 1,127

20 0,912 0,076 0,740 1,156

15 1,044 0,127 0,788 1,368

20Kkv 18 0,962 0,079 0,811 1,178

50/50 20 0,929 0,077 0,731 1,231

15 1,039 0,132 0,821 1,390

23Kkv 18 1,010 0,089 0,798 1,246

20 1,058 0,092 0,836 1,268



Tabela 5. Diametro das fibras em diversas propor¢des da blenda Quitosana/PEO (4%/4%) m/v
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Proporcdo  Tensdo Distancia Media Desvio Menor Maior
Quitosana/P  (kv) (cm) (um) Padréo Diametro Diametro

EO (Lm) (Lm) (Lm)

15 0,878 0,116 0,577 1,127

18kv 18 0,889 0,075 0,660 1,037

20 0,961 0,080 0,780 1,136

15 0,898 0,066 0,748 1,060

20kv 18 0,981 0,081 0,798 1,190

90/10 20 0,922 0,073 0,721 1,060

15 0,936 0,076 0,765 1,192

23kv 18 0,890 0,095 0,660 1,162

20 0,946 0,078 0,772 1,120

15 0,845 0,094 0,681 1,089

18kv 18 0,882 0,099 0,698 1,303

20 0,889 0,085 0,681 1,057

15 0,922 0,094 0,721 1,164

20kv 18 0,919 0,088 0,712 1,112

80/20 20 0,955 0,145 0,623 1,358

15 0,840 0,102 0,641 1,186

23kv 18 0,849 0,092 0,644 1,027

20 0,861 0,085 0,609 1,050

15 0,895 0,118 0,609 1,179

18kv 18 0,879 0,108 0,645 1,182

20 0,920 0,076 0,752 1,103

15 0,847 0,092 0,652 1,156

20kv 18 0,888 0,083 0,721 1,083

70/30 20 0,902 0,086 0,693 1,081

15 0,966 0,128 0,690 1,259

23kv 18 0,955 0,086 0,721 1,156

20 0,918 0,112 0,641 1,185

15 13,070 4,024 3,226 19,622

18kv 18 1,280 0,422 0,836 4,169

20 1,155 0,119 0,912 1,563

15 4,344 5,277 0,937 17,724

20kv 18 4,127 4,948 0,927 18,007

60/40 20 1,331 0,329 0,978 2,782

15 6,133 5,782 0,850 19,651

23kv 18 3,676 3,363 1,118 15,223

20 5,042 6,017 1,169 22,363

15 7,523 6,628 1,024 18,007

18kv 18 2,503 2,078 0,989 7,696

20 1,330 0,315 0,934 2,756

15 4,240 5,337 0,813 25,423

20kv 18 4,028 4,216 0,940 16,131

50/50 20 1,581 0,261 1,164 2,913

15 4,087 4,924 0,965 17,775

23kv 18 3,674 4,464 0,861 16,143

20 10,646 5,226 0,930 18,965



o1

As diversas solugdes preparadas tiveram como intuito avaliar a capacidade de formacao de
nanofibras mesmo em pequenas quantidades de PEO, assim como analisar se a proporcdo desse
polimero afetaria a viscosidade e o didmetro das fibras obtidas. Houve a formacéo de fibras em todas
as blendas preaparadas. Mudancas significativas na viscosidade s6 foram observadas em maior
concentracdo de PEO (4% m/v) e nas blendas em que ele estava em maiores propor¢des (60/40 e
50/50) Quitosana/PEO (v/v). Nesse caso, houve difilculdade de processamento quando submeteu-se
essas solucdes ao processo de eletrofiacéo e as fibras obtidas resultaram em didmetros muito maiores
que as demais solucbes. Nos casos restantes, ndo houve mudangas relevantes no didmetro das fibras
obtidas.

No que diz respeito aos parametros de processo avaliados, tais como tensdo aplicada e
distancia entre o coletar e a agulha, pode-se perceber que os mesmos ndo influenciaram diretamente
a formacdo de fibras, sendo que foi possivel obté-las em todos os diferentes parametros analisados.
Da mesma forma, ndo houve uma interferécia consideravel no didmetro das fibras eletrofiadas. Esses
resultados sdo positivos, visto que em uma producdo em larga escala esses fatores ndo representariam
um desafio a ser controlado.

Visto que mesmo em quantidade muito pequenas de PEO na blenda foi possivel obter fibras,
seguiu-se o estudo avaliando-se como a concentracdo do mesmo afetaria a morfologia das membranas
obtidas, trabalhando-se com a menor proporcao em cada concentracdo de PEO na mistura (90:10 v/v).
Assim, foram preparadas 3 membranas, mantendo-se constante a concentragao de quitosana (4% m/v)
e a proporc¢do das misturas (90:10 v/v) e variou-se a concentr¢cdo de PEO em cada membrana (2%,
3%, 4% m/v). Como as variaveis de processo ndo foram fatores muito relevantes na formacéo de
fibras ou no diametro das mesma, optou-se por trabalhar com a menor tensdo (18kv) e a maior

distancia (20 cm). As membranas adquiridas foram entdo submetidas a testes de caracterizagéo.

3.2 CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS

Analises de DSC e TGA foram realizadas com o intuito de avaliar o comportamento térmico
das blendas de Quitosana/PEO preparadas e averiguar se houve alguma diferenca nas propriedades
térmicas quando se variou a concentracdo de PEO nas mesmas. As Figuras 4, 5 e 6 mostram as curvas
termogravimétricas e as derivadas das curvas (DTGA) das blendas contendo PEO nas concentragdes

2%, 3% e 4% (m/v), respectivamente, todas na proporcao 90/10 de Quitosana/PEO (v/v)
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Figura 6. TGA e DTG da blenda 90/10 (v/v) Quitosana 4%/PEO 4% (m/v)

Analisando a Figura 4, pode-se perceber que houve perda de massa de 15% entre
as temperaturas de 30°C e 100°C. Essa perda de massa diz respeito a evaporacdo da agua e também
do solvente acido acético presente na blenda, visto que 0s mesmos possuem ponto de ebulicdo de
100°C e 118°C, respectivamente. Ocorre ainda pequena perda de massa de 5% entre as temperaturas
de 100°C e 200°C, que corresponde a evaporacdo do solvente remanescente na blenda. Bonardd et
al. (2016) [19] realizaram a analise de TGA para a quitosana pura e constatou que entre as
temperaturas de 200°C e 380°C ocorre a perda de massa da mesma. Observando a anélise realizada
no presente trabalho, observa-se uma perda de massa de 45% exatamente na temperatura descrita na
literatura. Podemos concluir entdo que nessa faixa de temperatura ocorreu a perda de massa da
quitosana. Da mesma forma, Bonardd et al. (2016) [19] obtiveram o grafico de TGA para o PEO puro
e conclui que a perda de massa para esse polimero ocorre apenas em temperaturas acima de 400°C,
mostrando-se um material muito estavel abaixo dessa temperatura. Visto isso, pode-se dizer que a

perda de massa de 34% que ocorre acima de 380°C corresponde a perda de massa do PEO.
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Na Figura 5, nota-se também uma perda de massa correspondente a evaporacao da agua entre
30°C e 100°C, assim como uma perda de massa subsequente que diz respeito a evaporacdo do
solvente. Assim como ocorreu como amostra anterior, houve uma perda de massa significativa entre
as temperaturas de aproximadamente 200°C e 360°C que implica na decomposicdo da quitosana.
Devido a maior concentracdo de PEO nessa blenda, observa-se um pico de maior intensidade em
aproximadamente 400°C, que corresponde a perda de massa desse polimero, podendo-se observar
picos menores subjacentes que implicam na continua perda de massa do PEO. Os mesmos picos sdo
observados da Figura 6, sendo que a perda de massa do PEO é ainda mais perceptivel, tendo seu &pice
em aproximadamente 400°C, que é explicada pela maior concentracdo de PEO na blenda (4% m/v).

A analise DSC pode ser utilizada como um método para avaliar as alteracGes na cristalinidade

do polimero, que geralmente é alterada como consequéncia da mistura de mais de um polimero [20].
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Figura 7. Curvas de DSC dos componentes das nanofibras da blenda
quitosana/PEO (90:10 v/v) em diferentes concentracdes de PEO

De acordo com a literatura, [18, 19] a quitosana pura, assim como grande parte dos
polissacarideos, ndo exibe ponto de fusdo em analise de DSC. Devido as fortes forcas
intermoleculares que derivam de seus grupos hidroxilas, acetaminas e aminas, quando submetida a
temperaturas severas, a quitosana sofre degradacéo térmica, decompondo-se sem que a temperatura
de fuséo cristalina seja atingida. Dessa forma, os valores do calor de fusdo nas blendas foram obtidos
a partir do pico de fusdo do PEO. A cristalinidade (Xc) do PEO nas blendas foi calculada a partir de

dados DSC de acordo com a equacdo 1 [18, 19]
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X.=——— X100 Equacdo 1

Na qual AHr é calor de fusdo do PEO cristalino (213 J.g) [19], AHs é o calor de fusdo da amostra na
blenda ¢ AH¢ o calor de cristalizacdo da amostra na blenda. As curvas de DSC para as mesmas
amostras submetidas a TGA sdo apresentadas na Figura 9 e os dados obtidos estdo resumidos na
Tabela 6.

Tabela 6. Valores de fuséo e recristalizacdo para as blendas eletrofiadas

Amostra Pico 1 Pico 2
Ti(°C) AHr(J/g)  Tc(°C)  AHc(J/g) Xe
Quitosana 57,19 3,02 47,37 4,77 0,821
(4%)/PEQO (4%)
Quitosana 53,71 1,74 45,34 -1,94 0,094
(4%)/PEO (3%)
Quitosana - - - - -

(4%)/PEO (2%)

De acordo com a literatura [21, 13], o PEO puro apresenta um pico endotérmico por
volta de 70°C, o qual diz respeito ao seu ponto de fusdo. Como pode-se observar na Figura 7, existe
um pico endotérmico em 57,19°C e 53,71°C para as blendas contendo concentracdes de 4% e 3% de
PEO, respectivamente. Esses picos sdo referentes a fusdo do PEO que, quando esta em uma mistura,
é deslocado para temperaturas mais baixas, como mostram outros estudos (Nista et al., 2016 [21];
Neto et al., 2005 [13]), claramente mostrando a interferéncia da quitosana na cristalizacdo do mesmo.
Os picos endotérmicos amplos, préximos de 100°C, sdo correlacionados com perda de agua de
associacao dos grupos hidroxilicos dos polimeros [21,18]. A temperatura de cristalizacdo para o PEO
puro encontra-se por volta de 43°C [19]. No caso das blendas, os picos nas curvas de resfriamento
foram deslocados para temperaturas um pouco mais altas (57,19°C e 53,71°C), o que comprova que
a guitosana altera a cristalinidade do PEO. Para a blenda contendo a menor concentracdo de PEO
(2%) tanto o pico de fusdo quanto o de cristalizagao séo praticamente imperceptiveis. A alteracéo da
cristalinidade do PEO quando o0 mesmo estd em mistura com a quitosana também pode ser observada
pela porcentagem cristalina. Quando a concentracdo de PEO na blenda foi de 4%, o valor da
porcentagem cristalina foi superior em compara¢do com a blenda contendo 3% de PEO. Ou seja,
quanto maior a quantidade de quitosana em comparacdo com a de PEO na blenda, maior a alteracéo

na porcentagem cristalina na membrana.
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A andlise de DRX foi realizada para verificar se ocorreu uma diferenca de
cristalinidade, quando se compara as membranas com diferentes concentraces de PEO (2%, 3% e

4%). A Figura 8 mostra os difratogramas obtidos para cada membrana.

Quitosana 4%/PEO 2%
Quitosana 4%/PEO 3%
Quitosana 4%/ PEO 4%

29,50°

Intensidade (u.a.)

29,56°

20

Figura 8. Difracdo de Raio-X para as amostras de Quitosana/PEO (90:10) em diferentes
concentragdes de PEO.

Tanto a quitosana pura quanto o PEO exibem um comportamento predominantemente
amorfo, ou seja, apresentam baixa cristalinidade. Dessa forma, seus difratrogramas ndo mostraram
picos muito definidos. De acordo com trabalhos encontrados na literatura, a quitosana apresenta um
pico em 26= 20°, porém com intensidade muito baixa [21, 22, 23]. O PEO por sua vez, apresenta
picos em 20= 19° e 20= 23°[57]. No estudo realizado nesse trabalho, todas as membranas exibiram
apenas um pico mais intenso por volta de 26= 29, mostrando que ndo ha diferencas consideraveis na

cristalinidade das membranas eletrofiadas nas diferentes concentragdes de PEO.

4. CONCLUSAO

Ao incorporar o poli (6xido de etileno) a matriz polimérica de quitosana, foi possivel obter
fibras ultrafinas, de aproximadamente 900nm, livre de beads e uniformes, mesmo em quantidades
menores de PEO na blenda. Os parametros de processo foram investigados e a concentragdo da
solucdo polimérica se mostrou um fator importante na fabricagcdo de fibras eletrofiadas. Em
quantidades muito alta de PEO na blenda, a solucdo ficou muito viscosa e dificultou o processo de
obtencdo das fibras. Dessa forma, optou-se por trabalhar com blendas contendo a menor quantidade
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de PEO estudada, apenas 10% em volume na solucdo. As membranas eletrofiadas foram submetidas
a testes de caracterizacdo, 0s quais mostraram que as caracteristicas individuais dos polimeros, tais
como estabilidade térmica, ponto de fusdo e cristalinidade, foram afetadas quando ocorreu a mistura
de quitosana e PEO, o0 que pode ser um indicio da miscibilidade dos mesmos. Dado os resultados
obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que o poli(éxido de etileno) é um excelente polimero
a ser usado como segunda fase polimérica na eletrofiacdo da quitosana , obtendo-se fibras em escalas

nanomeétricas.
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CAPIITULO 3

AUMENTO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE FILMES ELETROFIADOS COM
QUITOSANA E PEO CONTENDO SULFATO DE NEOMICINA

Resumo: A eletrofiacdo tem sido reconhecida como uma técnica eficiente para a fabricacdo de
materiais poliméricos em escala nanométricas. Assim, este trabalho visou a producéo e caracterizacao
de um biomaterial baseado em membranas eletrofiadas de quitosana e posterior incorporacdo do
sulfato de neomicina. Devido a dificuldade encontrada na eletrofiagdo da quitosana pura, utilizou-se
0 poli (6xido de etileno) PEO como polimero auxiliar. Preparou-se uma blenda de quitosana/PEO na
proporcdo 90:10 (m/v), respectivamente, utilizando como solvente o acido acético 90% (v/v) para a
quitosana e a 50% (v/v) para o PEO. Os parametros de eletrofiagdo foram determinados e os que
melhores se adequaram foi a tensdo de 18Kv, distancia de 20cm e taxa de alimentacdo de 0,5 mL.h"
1. O didmetro médio obtido foi de 320nm. As analises fisico-quimicas comprovarem a miscibilidade
dos polimeros quitosana e PEO assim como confirmaram a incorporagdo do sulfato de neomicina a
blenda. A atividade antimicrobiana para as membranas com farmaco e sem farmaco foi investigada
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas e 0s halos de inibi¢do registrados foram maiores
ou proximo ao controle. O teste de liberacdo do sulfato de neomicina indicou que 0 mesmo apresenta
um perfil de liberacdo rapido, sendo que com apenas 120 minutos grande parte do farmaco ja havia
se desprendido do filme polimérico. Diante disso, as membranas desenvolvidas nesse estudo sugerem

ser promissoras candidatas para a aplicacdo como um biomaterial na cicatrizacao de feridas.

Palavras-chave: Nanofibras; Biomaterial, Antibi6ticos

1. INTRODUCAO

A eletrofiacdo é uma técnica largamente utilizada para a producéo de membranas fibrosas
que apresentam alta area superficial especifica e porosidade, caracteristicas as quais fazem com que
essas membranas imitem muito bem a matriz extracelular natural da pele [1, 2, 3]. Devido a essas
vantagens, a eletrofiacdo emergiu como uma das técnicas mais amplamente utilizadas para a
fabricacdo de materiais biomédicos, tais como curativo para feridas e suporte para a liberagédo
controlada de farmacos. Na eletrofiagdo, um campo elétrico de alta tenséo (isto €, 10 a 30 kV) é usado
para gerar um jato de polimérico que viaja da ponta da agulha até um coletor aterrado a uma distancia

previamente selecionada [4, 3, 5].
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Diversos tipos de polimeros, tanto naturais como sintéticos, podem ser empregados no
processo de eletrofiacdo. No entanto, em se tratando da fabricacdo de materiais biomeédicos, 0s
polimeros naturais se destacam por possuir vantagens como o reconhecimento bioldgico e o potencial
comportamento bioativo [2, 4]. A quitosana, o derivado desacetilado da quitina obtida de cascas de
crustaceos e fungos por desacetilacédo alcalina, ¢ um polimero que tem sido amplamente utilizado em
aplicacOes de cicatrizacdo de feridas devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, efeitos
antibacterianos e propriedades hemostéaticas [5]. No entanto, a eletrofiacdo de solucgdes de quitosana
é dificultada devido a sua carga policatibnica e ligacdes de hidrogénio intermolecular e
intramolecular, as quais dificultam os enredamentos de cadeia, que é um pré-requisito essencial para
a formacdo de nanofibras [7, 8, 9]. Para melhorar a eletrofiabilidade da quitosana, polimeros
sintéticos, 0s quais possuem uma facilidade de eletrofiagdo muito maior, podem ser incorporados a
matriz polimérica [10]. A biocompatibilidade e as boas propriedades mecénicas do poli (éxido de
etileno), (PEO) incluindo alto alongamento e capacidade de orientar quando esticado, destacam este
material para sua utilizacdo como segunda fase polimérica na eletrofiacdo da quitosana. O PEO pode
fornecer ligagdes de hidrogénio adicionais e melhorar a interferéncia das cadeias de quitosana, o que
leva a uma maior producdo de nanofibras da mesma [4, 11].

Para melhorar as propriedades antimicrobianas ja encontrada na quitosana e assim acelerar a
cicatrizacdo das feridas, tém-se utilizado a deposi¢do de agentes antibacterianos organicos nesses
materiais antibacterianos naturais [12, 13]. Neste estudo, o sulfato de neomicina foi o farmaco
selecionado para carregar as membranas eletrofiadas. Trata-se um antibidtico aminoglicosideo muito
utilizado em medicamentos topicos, tais como cremes, pomadas e colirios o qual possui excelente
atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas [14]. Espera-se que a combinacdo do
sulfato de neomicina com a quitosana exiba propriedades cicatrizante bastante elevada e com notavel
atividade bioldgica [15].

Mediante ao que foi exposto, o objetivo desse estudo foi fabricar membranas
nanofibrosas por meio do processo de eletrofiacdo carregadas com sulfato de neomicina como intuito
de aumentar a atividade antibacteriana desse biomaterial e melhorar a cicatrizagdo de feridas. A
morfologia e didmetro das nanofibras eletrofiadas foram analisadas utilizando o microscépio
eletronico de varredura (MEV) e houve a caracterizacdo das membranas por meio de andlises fisico-
quimicas. O teste de liberacdo do sulfato de neomicina depositado na membrana foi realizado, assim
como o registro da atividade antibacteriana desse material contra representantes de bactérias Gram
positivas e Gram negativas também.

2. METODOLOGIA
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2.1 MATERIAIS

Uma amostra de quitosana com grau de desacetilagdo de 85% foram utilizadas para a
preparacdo da solucéo polimérica. A amostra de poli(6xido de etileno) empregado na elaboracdo da
blenda foi doada pela UEM (Universidade Estadual de Maringd). O farmaco Sulfato de Neomicina

foi adquirida em uma farmécia de manipulacao, localizada na cidade de Toledo, Parana.

2.2 PREPARO DAS SOLUCOES

A solucdo de quitosana foi preparada na concentracdo de 4% (m/v) utilizando o acido
acético glacial a 90% (v/v) como solvente. Da mesma forma, preparou-se a solucdo de PEO na
concentracdo de 4% (m/v) e empregou-se o acido acético glacial a 50%. Essas solugdes ficaram sob
agitacdo em um agitador magnético separadamente por um periodo de 24horas para garantir completa
dissolucdo do soluto. Em seguida, ocorreu a mistura dos polimeros na razdo 90/10 (v/v), e entdo
agitou-se essa nova solucdo por mais 15-20 minutos para que houvesse uma completa. Logo apds,
essa solucdo foi submetida ao processo de eletrofiacéo.

2.3 ELETROFIACAO

As nanofibras foram fabricadas usando o esquema de eletrofiagdo composto por uma
bomba infusora, uma fonte de alta tensdo e uma placa coletora metalica. Transferiu-se a solucéo
polimérica previamente preparada para uma seringa de 5mL acoplada a uma agulha de metal com
0,6mm de didmetro interno. Uma tensdo de 18kV foi aplicada a essa solugdo e a placa coletora de
metal foi aterrada e a distancia empregada entre a ponta a agulha e o coletor foi de 20cm. A bomba
infusora empurrou a solugdo polimérica a uma taxa de alimentagcdo de 0,5mL.h. Todos os
experimentos foram realizados a temperatura ambiente (25°C) e a umidade relativa do ar foi mantida
entre 30 e 40%.
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2.4 INCORPORACAO DO FARMACO A MEMBRANA ELETROFIADA

Apos o preparo e eletrofiacdo da solugdo polimérica contendo quitosana e PEO, uma
massa de farmaco correspondente a 200% da massa total membrana eletrofiada foi diluida em &gua
destilada e depositada sobre o filme. Para isso, utilizou-se como auxilio uma pipeta de pasteur e,
cuidadosamente, a solucéo foi transferida para superficie da membrana. Em seguida, a blenda com o

farmaco foi colocada no dissecador para que houvesse a evaporacao da agua.

2.5 CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS

25.1 MORFOLOGIA E DIAMETRO DAS FIBRAS

A morfologia das nanofibras foram investigadas usando um microscopio eletrénico de
varredura (MEV) em um equipamento QUANTA 250 para que fosse possivel avaliar visualmente a
eletrofiablidade e a existéncia de beads na membrana. Para esse processo, uma pequena sec¢do da
membrana foi expelida com uma fina camada de ouro, em um equipamento da BAL-TEC — SCD 050,
antes da observacdo no MEV. As amostras foram observadas em uma ampliacdo de 20.000 mil vezes
(5um) em relacdo ao seu tamanho original. Por meio dessas imagens, também foi possivel determinar
o didmetro médio das fibras obtidas utilizando o software de processamento de imagem Quantikov
Image Analyzer.

2.5.2 ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER -FTIR

A estrutura quimica dos materiais puros, assim como das fibras, foi caracterizada
utilizando um espectrofotdmetro infravermelho com transformada de Fourier da Perkin Elmer. As
medicdes foram realizadas nos niimeros de onda entre 500 e 4000cm™* no modo de transmiss&o. Para
a realizacdo das analises, as membranas foram colocadas diretamente no aparato e as amostras em pd

foram manipuladas em forma de pastilhas. A resolucéo utilizada no equipamento foi de 2cm™.

2.5.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL - DSC

As curvas de calorimetria diferencial exploratério (DSC) foram obtidas em um aparelho

Shimadzu, mod. DSC-60, sob taxa de aquecimento de 10°C.min! e um intervalo de temperatura entre
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30°C e 200°C. Utilizou-se como aparato um cadinho de aluminio com massas de corpos de prova de
aproximadamente 10mg. As amostras foram aquecidas de 30 até 200°C e em seguida resfriada de
200 a 30°C.

2.54 TERMOGRAVIMETRIA-TGA

As curvas de TGA e suas primeiras derivadas (DTG) foram obtidas em um aparelho da
PerkinElmer, mod. STA 6000, afim de se investigar as propriedades térmicas dos materiais puros e
das membranas obtidas. Para isso, empregou-se uma taxa de aquecimento de 10°C.min%, no intervalo
de temperatura entre 30 e 700°C, sob atmosfera de nitrogénio a uma vazdo de 50mL.min*. Os
parametros operacionais foram mantidos constantes para todas as amostras, a fim de obter dados

comparaveis.

2.5.5 ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X -DRX

As andlises de difracdo de raios x foram obtidas em condi¢des ambientes em um
difratbmetro de raios x da Bruker, mod. D2 Phaser com uma fonte de radiagdo Ka do cobre (1,5418
A), tensdo 40kV e corrente 30mA. As membranas foram montadas em um suporte e examinadas em

um intervalo de 20 entre 1,5 e 30,0 graus a uma velocidade de 1°.min™.,

2.5.6 ANALISE MICROBIANA

A atividade bacteriana dos filmes de quitosana/PEO sem farmaco e quitosana/PEO com
farmaco depositado foram determinados contra bactérias gram positivas (S. aureus) e gram negativas
(E. coli) pelo método de difusdo em placa de agar Discos de papel de filtro com penicilina foram
utilizados como controles. A cultura foi mantida a uma temperatura de 33°C por um periodo de 24
horas. Cada amostra de filme foi medida por sua zona de inibicdo, que é a &rea ao redor do disco que
ndo teve crescimento bacteriano. Uma camera digital foi usada para fotografar as culturas de agar

resultantes e suas zonas de inibicéo.
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2.5.7 TESTE DE LIBERACAO DE FARMACO

2.5.7.1 Construcéo da Curva de Calibragdo

Para a construgdo da concetracéo, utilizou-se uma solugdo padrdo de 50 g.L de Sulfato
de Neomicina em tampéo fosfato pH 5,5. A partir desta solucéo, foram realizadas diluicdes para obter
solugBes do farmaco nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 e g.L*. Estas amostras
foram avaliadas empregando-se espectrofotometro de UV-Vis SHIMAZU - UV-1800 no

comprimento de onda de 309nm, onde ocorre a maxima absorcao do farmaco estudado.

2.5.7.2 Liberacéo in vitro do Sulfato de Neomicina

Os estudos de liberacdo in vitro foram realizados imergindo as membranas carregadas
com sulfato de neomicina em um erlenmeyer contendo 10mL de solucdo tampéao (pH 5,5). O
erlenmeyer foi entdo colocado em um agitador orbital da LAB-LINE INSTRUMENTS INC. modelo
3545 contendo 4gua a uma temperatura de 32 + 1°C sob agitacdo de 140 rpm. Em intervalos de tempo
previamente determinados (10, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e 480 minutos) retirou-se
uma aliquota da solucdo do meio de liberacdo e fez-se a leitura da mesma em um espectrofotdmetro
ultravioleta SHIMAZU — UV-1800. A aliquota retirada para cada leitura era devolvida ao erlenmeyer
de modo a se obter um volume constante e ndo alterar a concentragdo da solucdo. Os dados obtidos
foram analisados para determinar as quantidades cumulativas de sulfato de neomicina liberado em

cada pondo de tempo.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS
3.1.1 MORFOLOGIA E DIAMETRO DAS FIBRAS
A técnica de eletrofiacdo se mostrou um