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CURATIVOS PRODUZIDOS A PARTIR DE NANOFIBRAS DE PVA CONTENDO
CLORANFENICOL

GABRIELNARDI FRAGA

Resumo

A eletrofiacdo de solucdes poliméricas tem se tornado um método atrativo para aplicacdo nas areas
biomédicas, como a obtencdo de curativos. Assim, polimeros biocompativeis sdo amplamente
eletrofiados para engenharia de tecidos, um exemplo é o éalcool poli(vinilico) PVA. No entretanto, este
polimero possui uma solubilidade em agua, a qual é amplificada quando esta na forma de nanofibras.
Portanto, nanofibras de PVA necessitam passar por um processo de reticulacdo, com a finalidade de
melhorar a estabilidade em agua, mantendo, desta maneira, sua estrutura morfolégica. Neste estudo
membranas eletrofiadas de PVA contendo o antibidtico cloranfenicol (CLF) para aplicacdo como
curativos, foram submetidas a dois tipos de reticulacdo utilizando acido citrico (CA) ou glutaraldeido
(GLA). A imagens de MEV mostraram que foi possivel obter nanofibras de PVA contendo o
antibiotico cloranfenicol com didmetros variando entre 600 e 700 nm, sendo 0 menor didmetro 593 nm
foi observado para as membranas reticuladas com CA. A reticulacdo com acido citrico foi capaz de
conferir melhor estabilidade das fibras frente a meios aquoso, mantendo as estruturas morfoldgicas com
perda de 0,7% da massa ap0s 24h. Entretanto, a reticulacdo com GLA ndo foi capaz de manter a
estrutura fibrosa permitindo a coalescéncia das fibras. A melhora na estabilidade térmica promovida
pela reticulagdo foi observada nas analises de TGA, bem como no aumento da cristalinidade
confirmado pelas andlises de DSC, DRX e FTIR. As analises de FTIR comprovaram a incorporacdo do
farmaco nas fibras, enquanto as analises de TGA mostraram que o CLF retarda a degradacéo térmica
do polimero. A auséncia de picos referente ao CLF nos difratogramas de raios-X e nas curvas de DSC



indicam, que possivelmente o farmaco esteja em seu estado amorfo, o que melhora a solubilidade do
farmaco tornando mais biodisponivel. O mecanismo de liberacdo do CLF mostra que a cinética segue o
modelo de Weibull para sistemas matriciais de liberagdo, apresentando uma liberacdo de instantanea
nos primeiros 30 min. As membranas apresentaram hemotoxicidade abaixo abaixo do limite
estabelecido (5%), sendo adequada para aplicagdo em dispositivos médicos, além disso, na presenca do
farmaco promovem atividade antimicrobiana observada pelos ensaios de difusdo de disco. Assim,
mediante aos resultados obtidos, constatou-se que estas membranas sdo promissoras para aplicagdo em
curativos.

Palavras chave: Eletrofiacdo; Alcool poli(vinilico); Reticulagdo, Cloranfenicol.

DRESSINGS PRODUCED FROM PVA NANOFIBERS CONTAINING CHLORAMPHENICOL

GABRIEL NARDI FRAGA

Abstract

The electrospinning of polymeric solutions has become an attractive method for application in
biomedical areas, such as obtaining dressings. Thus, biocompatible polymers are widely electrospun
for tissue engineering, an example is a poly(vinyl alcohol) PVA. However, this polymer has a solubility
in water, which is amplified when it is in the form of nanofibers. Therefore, PVA nanofibers need to
undergo a crosslinking process in order to improve their stability in water, thus maintaining their
morphological structure. In this study, electrospun PVA membranes containing the antibiotic
chloramphenicol (CLF) for application as dressings were subjected to two types of crosslinking using
citric acid (CA) or glutaraldehyde (GLA). The SEM images showed that it was possible to obtain PVA
nanofibers containing the antibiotic chloramphenicol with diameters varying between 600 and 700 nm,
with the smallest diameter 593 nm being observed for membranes crosslinked with CA. Crosslinking
with citric acid was able to provide better stability of the fibers against aqueous media, maintaining the
morphological structures with a loss of 0.7% of the mass after 24h. However, cross-linking with GLA
was not able to maintain the fibrous structure, allowing the fibers to coalesce. The improvement in
thermal stability promoted by crosslinking was observed in the TGA analysis, as well as in the increase
in crystallinity confirmed by the DSC, XRD, and FTIR analyses. The FTIR analysis confirmed the
incorporation of the drug in the fibers, while the TGA analysis showed that the CLF delays the thermal
degradation of the polymer. The absence of peaks referring to CLF in the X-ray diffractograms and the
DSC curves indicate that the drug is possibly in its amorphous state, which improves the drug's
solubility making it more bioavailable. The CLF release mechanism shows that the kinetics follows the
Weibull model for matrix release systems, presenting a burst release in the first 30 min. The
membranes showed hemotoxicity below the established limit (5%), being suitable for application in



medical devices, in addition, in the presence of the drug, it promotes antimicrobial activity observed by

the disk diffusion assays. Thus, through the results obtained, it was found that these membranes are
promising for application in dressings.

Keywords: Electrospinning; Poly(vinyl alcohol); Crosslink; Chloramphenicol.



1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

A pele humana trata-se do nosso maior 6rgdo e o primeiro mecanismo de defesa contra
infeccdes, estando sujeita a danificacGes na continuidade do tecido. Assim, uma forma de tratar estas
lesbes seria utilizando os curativos transdérmicos. Os curativos apresentam importantes funcdes,
atuando como barreira antimicrobiana impedindo a proliferacdo de bactérias e o desenvolvimento de
infeccdes. Além disso, podem reter da perda de fluido corpdreo e possibilitar as trocas gasosas. Porém,
devido a necessidade de troca continua o processo de crescimento celular € interrompido agravando as
marcas de cicatrizes, promovendo deformidades na morfologia do tecido. Com isso, a utilizagdo de
membranas poliméricas para producéo de curativos tem ganhado grande destaque por apresentarem boa
absortividade de fluidos, eficacia no controle de invasdo bacteriana, além de melhores resultados
cicatriciais em um menor tempo.

Entre as técnicas para obtencdo de membranas poliméricas, a eletrofiacdo apresenta uma
metodologia atrativa, devido ao baixo custo e facil operagdo, tendo como produto a obtencdo de
membranas compostas de nanofios. Estas membranas nanoestruturadas tem como caracteristicas serem
extremamente porosas e apresentarem uma alta relacdo superficie/volume. Portanto, a obtencdo de
nanofibras de alcool polivinilico (PVA) incorporadas com o antibiético cloranfenicol para producéo de
curativos transdérmicos torna-se de grande interesse devido as caracteristicas do PVA. O alcool
polivinilico trata-se de um polimero solivel em &agua, totalmente biodegradavel, biocompativel e
atdxico, além de ser um polimero com alta capacidade de intumescimento. O cloranfenicol é um dos
antibioticos sintéticos mais antigos sendo eficaz contra um amplo espectro de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, podendo atuar como bactericida ou bacteriostatico inibindo a formacédo de proteinas
bacteriana.

As membranas compostas de nanofios desde que mantenham sua estrutura fibrosa podem
atuar como scaffolds (andaimes) capazes de acelerar a cicatrizacao e a proliferacdo celular. A estrutura
de nanofibras e a presenca de poros fornecem um ambiente similar a matriz extracelular (MEC), em
que a topografia do material € capaz de sustentar e direcionar o crescimento celular, atuando como um
suporte para as células do tecido que se deseja reparar. Isto ocorre pois 0s nanofios se encontram na
mesma escala de grandeza das células bioldgicas criando-se um ambiente ideal para o desenvolvimento
das celulas. Assim membranas eletrofiadas de polimeros sollveis em agua, como o PVA, devem ser
submetidos ao processo de reticulacdo, processo em que ha formacdo de ligagdes cruzadas entre as

cadeias poliméricas, diminuindo assim, sua solubilidade e melhorando as propriedades fisico-quimicas.
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Desta forma a obtencdo de biocurativos eletrofiados capazes de fornecer um microambiente
adequado, como também promover a atividade antimicrobiana trata-se de uma alternativa promissora

que poderé ser utilizado como uma nova proposta no tratamento de ferimentos graves.

2 OBJETIVOS

Obter nanofibras de Poli (Alcool Vinilico) (PVA) por meio da técnica de eletrofiacio

incorporadas com o antibiotico cloranfenicol, para utilizacao terapéutica no tratamento de ferimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar dois métodos quimicos de reticulacdo empregando glutaraldeido e &cido citrico, e
eficiéncia de cada agente reticulante sobre as propriedade fisico-quimicas das membranas
de PVA eletrofiadas;

2- Caracterizar as membranas obtidas utilizando as técnicas de Difracdo de Raios X (DRX),
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Andlise Termogravimétrica (TGA) e
espectrofotometria no infravermelho (FTIR);

3- Avaliar o efeito do grau de reticulacdo sobre as alteraces morfoldgicas das fibras,
resisténcia a agua e possiveis influéncias no perfil de liberacdo do farmaco in-vitro;

4- Analisar a atividade antimicrobiana frente aos seguintes microorganismos:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa

5- Realizar analises de hematotoxicidade, com o intuito de verificar a biocompatibilidade das

membranas produzidas.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Eletrofiagdo

A eletrofiacdo trata-se de uma técnica eletro-hidrodindmica, de tecnologia simples e de
facil aplicacdo para obtencdo de fibras poliméricas com diametros em escala de nano/micro. Neste
processo a aplicacdo de um campo elétrico sobre uma solucdo viscoelastica proporciona a formacéo de
um jato seguido de um estiramento promovendo a formacgdo de nanofibras. Tradicionalmente a
configuracdo mais simples de um sistema de eletrofiacdo FIG. 1 consiste em uma fonte de alta tenséo,

uma bomba infusora e um coletor aterrado [1,2].



Durante o processo de eletrofiacdo a bomba infusora empurra a solucdo polimérica
contida em uma seringa até a ponta da agulha ligada a um dos terminais da fonte de alta tenséo. A
tensdo aplicada em kV faz com que a gota da solucdo polimérica formado na ponta do capilar seja
carregada, desta forma o acimulo de cargas positivas induzidas na superficie da gota provoca uma
deformacgido formando uma estrutura conica denominado “cone de taylor”. Assim, quando a tensdo
aplicada atinge seu valor critico, superando a tensdo superficial da gota, um jato polimérico carregado é
ejetado da ponta do cone devido as forcas elétricas repulsivas. Inicialmente o jato ejetado é linear e
estavel, entretanto logo em seguida tem-se uma zona de instabilidade caracterizada por vigorosos
movimentos cadticos e de severos chicoteamento. E nesta zona de instabilidade causada pela presenca
do campo eletrostatico em que ocorre a aceleracdo e miniaturizacdo das fibras, permitindo uma rapida

evaporacéo do solvente solidificando as fibras depositadas no coletor [3,4].

Figura 1: Sistema basico para eletrofiacao.

Esta técnica além de facil e versatil permite a producdo de fibras com diferentes
morfologias por meio da alteracdo de pardmetros do processo. Entre os pardmetros tem-se: (1)
relacionados a condi¢cdo de eletrofiagdo como tensdo aplicada, fluxo empregado e distancia capilar
coletor; (II) propriedades da solugdo como concentragdo, condutividade, tensdo superficial e
viscosidade; (I1I) pardmetros ambientais tais como umidade e temperatura. A alteragcdo de tais
parametros permite a producdo de membranas compostas de nanofibras com elevada area superficial. A
possibilidade de obtengdo de membranas com tais caracteristicas torna esta técnica de grande interesse
para as mais diversas areas como sistemas de carreamento de farmacos, engenharia de tecidos,

filtragcdo, adsorcéo, fotocatalise entre outras [5,6].



3.1.1 Parametros do processo de eletrofiacéo

Entre os pardmetros relacionados a condicdo do processo de eletrofiacdo e a sua
influéncia sobre a morfologia das fibras, a tenséo aplicada tem relacdo direta com o didmetro médio. O
aumento do campo elétrico aplicado provoca uma maior repulsdo eletrostatica ocasionando uma
diminuicdo no diametro, favorecendo o estreitamento da fibra, além de uma répida evaporacdo do
solvente. A taxa de fluxo delimitada pela bomba infusora tem relacdo com a velocidade do jato e a taxa
de transferéncia de material. Elevadas taxa de fluxo promovem o0 aumento no didmetro e dos poros,
além de fibras irregulares devido a falta de tempo para evaporacao do solvente. Desta forma, taxas mais
baixas de fluxo sdo desejadas para garantir uma evaporacdo adequada do solvente e a obtencdo de
fibras homogéneas [4,7].

A disténcia agulha coletor é outro parametro que afeta diretamente a morfologia,
podendo resultar em fibras extremamente porosas ou planificadas devido a evaporacao incompleta do
solvente. Portanto, uma distancia minima adequada é necessaria para garantir total evaporacdo do
solvente impedindo que as fibras cheguem ainda Umidas ao coletor. Os pardmetros ambientais como
temperatura, humidade relativa etc., também podem influenciar sobre a estrutura morfoldgica das
fibras. Estudos mostraram que umidade relativa do ar acima de 60% provocam uma evaporacao
inadequada do solvente ocasionado pontos de coalescéncia devido a umidade das fibras. Por outro lado,
uma baixa umidade provoca a rapida evaporacdo de solventes volateis provocando a obstrucdo da
agulha. Por meio de uma relacdo inversa, a temperatura ambiente pode alterar a viscosidade da solucao

polimérica, alterando o diametro médio das fibras [8,9].

3.1.2 Parametros da solucéo

A concentracdo polimérica € um dos fatores que delimitam parte das caracteristicas da
solucgéo para a formacéo das fibras eletrofiadas, devido a relagdo entre a concentracdo e as propriedades
da solugdo com tenséo superficial e a viscosidade. Em solugfes com baixas concentra¢des de polimero
é observado apenas spray de pequenas gotas, e solugdes com altas concentragdo resultam em uma
incapacidade de formar fibras e manter o fluxo. A varia¢do da concentracdo também tem relacéo direta
com o diametro médio das fibras, em que o aumento da concentracdo de polimero resulta em fibras
com didmetros maiores. A massa molar do polimero é outro fator importante para a eletrofiagéo,

influenciando diretamente sobre as propriedades reoldgicas da solucdo, afetando a morfologia das



fibras. Portanto, polimeros com baixa massa molar tendem a formar spray devido a baixa viscosidade,
ja solucdes de polimero com alta massa molar fornecem uma viscosidade ideal para a eletrofiacdo [10].

Pardmetros reoldgicos como viscosidade e tensdo superficial, resultantes da composicao
da solucéo, séo de grande importancia para que a eletrofiacdo ocorra de forma adequada. Valores muito
elevados ou muito baixos para estes parametros acabam impedindo a eletrofiacdo dificultando a ejecéo
e estabilizacdo dos jatos impedindo a obtencao de fibras. Assim estes parametros delimitam uma faixa
ideal com limites inferiores e superiores em que os valores de tensdo superficial e viscosidade devem se
encontrar para uma boa eletrofiacdo, entretanto, estes limites variam em especifico para cada polimero
diferente. A condutividade elétrica da solucdo é outro fator que tem efeito sobre a morfologia, o
aumento da condutividade exige a aplicacdo de tensdo elétrica maior proporciona uma diminui¢do no
diametro do filme. Por outro lado, a volatilidade do solvente é determinante no processo, relacionando-
se diretamente com a taxa de evaporacéo e o tempo de secagem das fibras [8,11].

3.2 Alcool poli(vinilico) PVA

O 4alcool polivinilico (PVA) trata-se de um polimero sintético hidrossoltvel, utilizado
para diversas aplicacGes nas industrias téxteis, alimenticias e biomédicas. O grande interesse neste
polimero ocorre devido suas caracteristicas, um polimero semicristalino, atdxico, biocompativel e
termoestavel, além de ser biodegradavel e ndo cancerigeno [12,13]. O PVA ¢ sintetizado a partir da
hidrélise alcalina do acetato de polivinila (reacdo de saponificacdo) para remocdo dos grupos éster,
substituindo-os por um grupo hidréxido. Assim devido ao processo de hidrolise o PVA pode ser
classificado em dois grupos, os parcialmente hidrolisados (1) e os totalmente hidrolisados (1) FIG. 2. A
variacdo do tamanho da cadeia inicial do acetato de vinila e o grau de hidrolise (%) obtido durante a
substituicdo dos grupos éster, resultam em diferentes tipos de PVA com propriedades fisico-quimicas e
mecanicas variadas. Desta forma, quanto maior o grau de hidroxilacdo e massa molar, mais dificil serd
a solubilizacdo do PVA em agua, devido ao maior nimero de ligacbes de hidrogénio formada entre as
cadeias de PVA [14,15].
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Figura 2: Férmula Estrutural do PVA. (1) parcialmente hidrolisado; (I1) totalmente hidrolisado.

3.2.1 Efeito do grau de hidrolise nas propriedades fisico-quimica do PVA

Com a finalidade de estudar a influéncia do grau de hidrolise e da massa molar sobre as
propriedades fisico-quimicas do PVA, Van Etten et al., (2014) avaliou as propriedades térmicas de
diferentes filmes de PVA. Assim para o estudo utilizaram PVA com diferentes massas molares (31-
50k; 146-186k) (g/mol) e grau de hidrélise (87-89; 99) % a fim de monitorar o efeito dessas
propriedades sobre o PVA. De acordo com as analises de degradacédo térmica (TGA) observaram que 0
PVA com maior grau de hidrdlise possui a menor estabilidade térmica, degradando em temperaturas
mais baixas. Isto ocorre devido a primeira etapa da decomposicdo térmica do PVA esta associada a
remocdo dos grupos hidroxilas, portanto, um maior nimero desses grupos torna o polimero menos
estavel termicamente. Na calorimetria de varredura diferencial observaram que os filmes de PVA com
maior grau de hidrolise possuiam uma maior cristalinidade, que pode ser confirmado pelo aumento da
entalpia de fusdo e com picos mais definidos [16].

No trabalho realizado por Limpan et al., (2012) os autores também investigaram a
influéncia do grau de hidrolise e da massa molar do PVA nas propriedades de filmes composto obtidos
da mistura de PVA e proteina miofibrilar de peixe. Os autores relataram que para os filmes de PVA
com a mesma massa molar e diferentes graus de hidrélise (GH), aqueles com maiores GH apresentaram
maior resisténcia a tragdo e modulo elasticidade. E mantendo-se o GH constante e aumentando a massa
molar também observaram uma melhora nas propriedades mecanicas, mostrando a influéncia direta do
grau de hidrolise e da massa molar sobre as propriedades mecanicas do PVA. Ainda no trabalho
avaliou-se a solubilidade dos diferentes tipos de PVA, os filmes contendo PVA com maior grau de
hidrolise e massa molar apresentaram a menor solubilidade. Este efeito ocorre pois 0 aumento do GH

permite que moléculas de PVA possam interagir mais entre elas via ligaces de hidrogénio formando
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estruturas cristalinas cada vez maiores. Assim, quanto maior o GH do PVA mais dificil sera sua
solubilizacdo em agua, necessitando de aquecimento para sua solubilizacéo [17].

Park et al., (2010) estudaram o efeito do grau de hidrélise sobre as propriedades
reoldgicas da solugdo de PVA para obtencdo de nanofibras eletrofiadas. Como no processo de
eletrofiacdo as forcas eletrostaticas geradas pela tensdo elétrica aplicada devem superar a tensao
superficial para que ocorra a fiacdo, uma baixa tensdo superficial é desejada para a solucdo polimérica.
Nos estudos realizados sobre as propriedades reoldgicas (viscosidade e tensdo superficial) da solucéo
de PVA, observaram que essas propriedades da solucdo aquosa tém relacdo direta e acentuada com o
grau de hidrdlise. O efeito do grau de hidrolise é resultante das interacdes inter e intramoleculares, via
ligacdo de hidrogénio dos grupos hidroxila presentes no PVA. Entretanto, ndo € constatada variacdo na
tensdo superficial em funcdo da concentracdo da solucdo polimérica, portanto a elevada tensdo
superficial para o PVA com grau de hidrolise ( >99%) tem sua eletrofiacdo dificultada sendo necessario

a adicdo de tensoativos para facilitar o processo [18].

3.2.2 Aplicacdes Biomédicas do PVA

O PVA por se tratar de um polimero biodegradavel, biocompatibilidade, atoxico, soltvel
em agua e com boas propriedades mecanicas, tais caracteristicas associado ao baixo custo desse
polimero, tornou-se de grande interesse para a area biomédica. Além disso, a possibilidade de obtencao
de diferentes morfologias do PVA (Bulk, Hidrogéis, Beads, Fibras, Filmes, Membranas, Scaffolds)
torna favoravel sua aplicacdo. Entre elas o PVA é comumente usado como carreador de farmacos,
implantes médicos, curativos transdérmicos e engenharia de tecidos, por ndo apresentarem efeitos
adversos, ou provocar lesdes quando em contato com a pele [19,20].

O PVA faz parte do Handbook de excipientes farmacéuticos, sendo aprovado pela USA
Food and Drug Administration (FDA) o seu uso em produtos de embalagem que estejam em contato
com alimentos. O uso do PVA também é permitido para aplicacbes médicas em adesivos
transdérmicos, comprimidos e microesferas reticuladas para liberacdo modificada de farmacos por
administracdo oral e na preparacdo de solugcbes oftdlmicas. A viabilidade da aplicacdo medica deste
polimero decorre da sua seguranga apresentando baixa toxicidade aguda para administragdo oral LDsg
15 — 20 g/Kg, além de estudos realizados em ratos mostrarem que ele é muito pouco absorvido. Desta
forma, o PVA néo se acumula no organismo quando administrado oralmente, além de ndo apresentar
efeito mutagénico em estudos conduzidos com agentes de unido dentina constituidos de PVA, acido
citrico e cloreto férrico [21-23].
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Além de aplicacbes em implantes o PVA é utilizado como carreador de farmacos na
forma de curativos transdérmicos, ou também em comprimidos, permitindo a obtencao de diferentes
geometrias e com isso maltiplos perfis de liberacdo. Em um estudo conduzido por Xu et al., (2019)
comprimidos com trés tipos de nucleos diferentes (cilindro, chifre e chifre invertido) foram produzidos
utilizando modelagem por deposicao fundida (impressdo 3D). O PVA foi utilizado como suporte
(casca) para o comprimido, na qual as cavidades foram preenchidas com um gel a base de PVA
contendo paracetamol. As diferentes formas do comprimido permitiram diferentes perfis de liberacéo
associados a mudancas na &rea superficial do comprimido. A taxa de liberagdo observada foi constante

para a estrutura cilindro, crescente para chifre e decrescente para chifre invertido [24].

3.3 Reticulacéo
Em alguns casos certas propriedades como baixa resisténcia mecanica, facilidade de
degradacdo e baixa instabilidade em agua sdo indesejadas. Assim, a formacdo de ramificacdes inter e
intracadeias poliméricas é capaz de atribuir uma melhora nas propriedades fisico-quimicas do polimero
por meio da formacdo de uma rede polimérica interligada. Polimeros como o PVA que possui elevada
solubilidade em &gua, possui uma série de restricbes para aplicacdes biomédicas, devido ao contato
direto com meios aquosos. Desta forma, o processo de reticulacdo torna-se de grande interesse na
melhoria de tais propriedades. A reticulacdo trata-se de um método empregado para induzir a formacao
de um serie de ligagdes cruzada, ligando os grupos funcionais de uma cadeia polimérica a outra cadeia.
Estas ligacdes formadas podem ser do tipo quimica com a formacdo de ligacbes covalente bem
estabilizadas, ou por meio de interacdes fisicas como Van der Waals e liga¢bes de hidrogénio [25,26].
Os agentes fisicos de reticulacdo mais aplicados sdo os tratamentos térmicos, irradiacao
de luz ultravioleta, feixes de elétrons. As vantagens da reticulacdo fisica ocorre por se tratar de um
método mais barato e apresentar uma maior seguranca bioldgica por ndo haver emprego de agentes
reticuladores quimico. Desta forma, ndo ha o risco de que vestigios do agente reticulante quimico que
fiquem retido sobre o material, promovendo algum efeito de citotoxicidade as células. Entretanto, as
desvantagens deste método € a demora para o processo de reticulacdo com formacao de ligagdes fracas,
proporcionando graus inferiores de reticulacdo em relagdo aos reticuladores quimicos. Com o emprego
de agentes reticuladores quimico tem-se a formacdo de ligacbes fortes e permanentes entre cadeias
poliméricas, apresentando significativa melhora nas propriedades do polimero. Porém a aplicagédo deste
tipo de reticulacdo apresenta certas complicacdes para fins de aplicagdes biomédicas, em que a
presenca residual destes agentes reticuladores possam apresentar efeito toxicos para as células. Sendo
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necessario a lavagem dos materiais para remogéo de residuos que possam ter ficado retidos durante o
processo de reticulacdo, assim dependendo a finalidade de aplicacdo do material deve ser feita a

escolha adequada do agente reticulador quimico [25,27,28].

3.3.1 Glutaraldeido

O glutaraldeido (GLA) € um dos agentes de reticulagdo quimico mais conhecido e
empregado para diversos polimeros promovendo melhoras significativas nas caracteristicas fisico-
quimicas. Estudos envolvendo diferentes materiais poliméricos ja relataram que o uso deste agente
reticulante causaram melhorias nas propriedades mecéanica, diminuiram a solubilidade e aumentaram a
estabilidade térmica. O glutaraldeido FIG. 3 trata-se de um dialdeido com baixa pressao de vapor capaz
de reagir com os grupos funcionais amina ou hidroxila presente nos polimeros. Muitos trabalhos
relatam o emprego deste agente quimico na reticulacdo de biomateriais, entretanto os grupos funcionais

aldeido possuem efeito citotoxico para as células podendo causar inflamagdes severas [29,30].

O O

H H
Figura 3: Formula estrutural do glutaraldeido.

Vashisth e Pruthi (2016) sintetizaram e caracterizaram nanofibras eletrofiadas para
aplicacdo em engenharia de tecidos, composta de gellan/PVA reticuladas por diferentes técnicas. Entre
as técnicas, a reticulacéo fisica por irradiacdo UV e calor, quimica e idnica por imersdao em metanol e
cloreto de célcio e reticulagdo com vapor de glutaraldeido. Para a reticulagdo com vapor de
glutaraldeido as fibras foram colocadas em uma camera de vapor contendo 10 mL de GLA e mantidas
por 24h. Esta técnica foi capaz de gerar fibras estaveis que manteve sua morfologia mesmo apos o
contato com a &gua e com resisténcia a tracdo melhorada. Entretanto, no estudo de biocompatibilidade
em que foi monitorado a proliferacdo de células de fibroblastos dérmico humano sobre as membranas
eletrofiadas, o método utilizando glutaraldeido apresentou a menor viabilidade celular. Possivelmente
devido a presenca de molécula de GLA na superficie que ndo reagiram promovendo uma diminuicao
na proliferacéo celular. Ja as membranas fisicamente reticulada com calor ndo apresentaram influéncia

significativa na proliferacéo das células [31].
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Desta forma, embora o glutaraldeido seja o agente reticulante mais empregado, quando
se trata de aplicacGes biomedicas, deve-se aplicar alguma estratégia de retirar o excesso de GLA do
material de forma a aumentar a viabilidade celular. Como, por exemplo, técnicas de lavagem com
solucBes que apresente grupos aminas livre ou solugdes de aminoécidos capazes de eliminar 0s grupos
aldeido que ndo tenha sido consumido no processo de reticulacdo. Devido a presenca deste efeito
toxico a utilizacdo de glutaraldeido para fins de biomateriais ndo se torna muito atrativo buscando-se

assim outro agentes de reticulagéo [25,30,32].

3.3.2 Acido Citrico

Entre os agentes quimico reticulante os acidos carboxilicos tém se apresentado como
uma proposta promissora na melhora das propriedades dos materiais poliméricos. O &cido citrico (CA)
FIG. 4 é um acido policarboxilico fraco de ocorréncia natural em frutas citricas e de base bioldgica, é
utilizado em uma série de produtos farmacéuticos, alimenticio, cosméticos e suplementos. A crescente
utilizacdo do &cido citrico em biomateriais esta relacionada a sua biocompatibilidade permitindo a
adesdo e proliferacdo de células. O CA possui natureza ndo toxica visto que ele é produto metabolico
do corpo humano produzido pelo ciclo de Krebs ou ciclo do &cido citrico, desenvolvido por todas as
células que fazem uso do oxigénio como parte da respiracdo celular [33,34].

O OH
O O

HO OH

OH
Figura 4: Férmula estrutural do Acido Citrico.

O 4cido citrico durante o processo de reticulacdo pode reagir com grupos amina e
hidroxila, a reticulagdo com o CA promove a formacdo de ligagdo éster ou amidas cruzadas entre as
cadeias poliméricas. O uso do CA como agente reticulante agrega uma importante caracteristica a
biomateriais aumentando a hemocompatibilidade. Permitindo assim, contato direto do material com o
sangue apresentando baixa adesdo de plaquetas, adsor¢do de proteinas, ndo apresentando resposta
inflamatdria e com baixa atividade hemolitica. Tais caracteristicas sdo de grande importéncia na
engenharia de tecidos ja que estes podem entrar em contato direto com o sangue [35,36].

Estudo in-vitro realizado por Scelza et al., (2021) sobre os efeitos citotoxico do acido

citrico a 10% e EDTA-T, usados como irrigantes do canal radicular, avaliaram a toxicidade em cultura
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de fibroblastos realizando ensaios de curto e longo prazo para viabilidade e sobrevivéncia celular. Os
ensaios mostraram que 0 &cido citrico se apresentou mais biocompativel apresentando uma maior
porcentagem de células viaveis no ensaio de curto prazo. Além disso, em ensaios de longo prazo as
culturas tratadas com 4cido citrico foram capazes de atingir os valores de controle, indicando a
biocompatibilidade do mesmo [37].

No estudo conduzido por Gyawali et al., (2010) com polimeros biodegradaveis. O
hidrogel produzido com citrato de maleato de poli(etilenoglicol) (PEGMC), um polimero derivado do
acido citrico, obtido por uma reacdo de policondensacdo. Mostraram em ensaios in-vitro que as células
de fibroblastos humano foram capazes de se aderir e espalhar sobre a superficie do hidrogel de
PEGMC. A avaliacdo da citotoxicidade do polimero e de seus produtos de degradacdo mostraram que
ndo houve mudanga na viabilidade celular. Entretanto, nos estudos realizados em ratos obteve-se uma
inflamacdo minima. Os resultados indicam que polimeros derivados de acido citrico sdo excelentes

candidatos para a aplicacdo bioldgica apresentando baixa toxicidade e biocompatibilidade [35].

3.4 Curativos

Feridas sdo interrupcbes na uniformidade da superficie da pele, estas lesGes sdo
formadas por meio de danos fisico, quimico, mecanico e térmico. A cicatrizacdo de feridas trata-se de
um processo fisioldgico complexo composto por etapas bioldgicas, quimica e mecanica responsavel
por remover patdgenos causadores de infeccdo para reestruturacdo do tecido lesionado. O processo de
cicatrizacdo ocorre em trés fases extremamente ordenada, a primeira fase inflamatoria esta relacionada
no estabelecimento da homeostase e da inflamacéo, a segunda fase proliferativa consiste na granulacao,
contracdo e epitelizagdo. Por ultimo a fase de remodelacdo em que os fibroblastos recobrem toda éarea
do ferimento, entretanto alguns casos o processo de cicatrizacdo fica estagnado em uma fase de
inflamacdo cronica sendo necessario a presenca de uma agente anti-inflamatorio [38,39].

De acordo com o processo de cicatrizacdo, as feridas podem ser classificadas em 2
grupos, as agudas decorrente de traumas causados principalmente por choques mecanicos, calor
extremo ou produtos quimicos corrosivos, as quais demoram de 8 a 12 semanas para cicatrizarem. As
feridas crénicas resultantes de certas doencas como diabetes e tumores, estas feridas sdo capazes de
atingir os tecidos que cicatrizam lentamente. Portanto, as feridas crénicas acabam ndo tendo limitagdo
de tempo para cicatrizarem além de poderem ser recorrentes, sendo que a producdo excessiva de

exsudato € o principal problema para este tipo de ferimento [40].
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Desta maneira, a escolha de um curativo adequado demanda conhecimento das etapas de
cicatrizacdo e os fatores que influenciam no processo. Os fatores locais sdo aqueles que afetam
diretamente a cicatrizacdo como a oxigenagdo. A presenca do oxigénio é fundamental para que 0s
leucdcitos possam produzir superoxido responsaveis pela morte oxidativa de patogenos. A falta de
oxigénio no ferimento leva a hipoxia, sendo que a hipdxia cronica retarda o processo prejudicando a
cicatrizacdo. Outro fator € a inflamacéo, a pele é uma barreira contra microrganismo, assim, quando ha
um ferimento eles entram e contaminam o local. A inflamacdo é uma etapa importante, em que a
remocdo inadequada de bactérias permite que estas formem um biofilme sobre o ferimento contendo
uma serie de bactérias como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e estreptococos [-
hemoliticos [41,42].

Em virtude dos processos de cicatrizacdo e dos fatores que influenciam, os materiais
convencionais para o tratamento das duas classes de feridas nem sempre sdo adequados e eficazes para
uma rapida cicatrizacdo. O curativo deve fornecer um ambiente quimico adequado para a fixacdo e
proliferacdo celular. Portanto, o curativo moderno deve ser um material bioabsorvivel, poroso, permitir
a permeacdo de vapor da agua e oxigénio, fornecer protecdo mecanica e uma barreira contra bacteérias.
Ainda, deve ser capaz de absorver o excesso de exsudato, ndo aderir na superficie da ferida,
possibilitando uma troca facil sem promover traumas na regido, ser atoxico e biocompativel. Desta
forma, a eletrofiacdo tem se destacado por fornecerem membranas com uma serie de propriedades
desejaveis para um curativo, como: elevada area superficial, presenca de poros. boa absortividade e
possibilidade de troca gasosas e liquida. Trata-se de um material maleavel e flexivel capaz de se
conformar ao relevo da ferida, a capacidade de incorporar compostos terapéuticos como farmacos e
extratos, além de ser um material promissor no tratamento de feridas a malha nanofibrosa é capaz de
imitar a matriz extracelular [43,44].

Um estudo utilizando membranas eletrofiadas composta de PVA/amido/quitosana em
diferentes proporcdes, destinadas para a aplicacdo em curativos foi realizado por ADELI et al., (2019).
A partir de testes de viabilidade celular e citocompatibilidade com fibroblastos de camundongo (L929),
mostraram alta viabilidade celular das membranas entre 72% - 95% ap0s 24 h, atingindo um méaximo
de 68% - 98% apos 48 h revelando possuir boa biocompatibilidade. Os ensaios antimicrobiano
mostraram eficiéncia antibacteriana frente bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e
Gram-negativas como Escherichia coli, responsaveis por causar infec¢cbes em tecidos moles
interferindo no processo de cicatrizacdo. A avaliacdo da cicatrizagdo de feridas in vitro, obtido pelo

ensaio de raspagem com base na migragcdo e crescimento celular, mostraram a eficiéncia das
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membranas no fechamento de feridas. A membrana composta de PVA/quitosana/amido na proporcéao

(90/10/10) apresentou eficiéncia de 100% na cicatrizacao de feridas [45].

3.5 Cloranfenicol

O cloranfenicol (CLF) ou cloromicetina foi isolado pela primeira vez da bactéria
Streptomyces venezuelae em 1947 tornando-se o primeiro antibidtico sintético a ser produzido. O CLF
trata-se de uma molécula anfifilica com estrutura estavel, o que permite o armazenamento do farmaco
por longos periodos a temperatura ambiente. O CLF trata-se de um antibiotico capaz de permear
membranas bioldgicas podendo alcancgar bactérias intracelulares. As aplicacdes deste antibiotico
incluem desde o tratamento de infec¢bes oculares superficiais, como também para infecGes graves
(meningite, febre tifoide, cdlera, ...). Pomadas contendo CLF também sdo utilizadas como profilaxia no
periodo perioperatorio para evitar infecdes da ferida cirurgica. Entretanto, a presenca de alguns efeitos
colaterais toxicos tem limitado o ouso do CLF a infeccBes que podem vir a ser fatais [46,47].

O cloranfenicol trata-se de um antibi6tico de amplo espectro empregado no combate a
uma serie de infeccBes bacterianas. O mecanismo de ac¢do do cloranfenicol é eventualmente do tipo
bacteriostatico podendo também em alguns casos atuar como bactericida em presenca de altas
concentragdes. Seu mecanismo bacteriostatico ocorre devido a formacdo de uma ligacédo reversivel no
centro da peptidiltransferase na regido da subunidade ribossémica 50S inibindo a sintese de proteinas
bacteriana, blogueando as funcbes essenciais do ribossomo bacteriano. Portanto, em funcdo do
mecanismo de atuacdo do cloranfenicol, ele passa a ser eficiente tanto para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas [48-50].

O CLF FIG. 5 é composto por um anel p-nitrofenil e um subtiuinte N-dicloroacetil no
carbono C-2*, ligado a 1,3-propanodiol apresentando dois centros quirais em C-1* e C-2*. Desta
forma, o CLF consegue agregar-se a um terminal C da cadeia de peptideo, em processo de crescimento,
de tal forma a ocasionar uma liberacdo prematura do peptideo incompleto ainda em fase de
crescimento. A presenca da hidroxila no carbono primario € um dos fatores essenciais para que ocorra a
inibicdo da sintese proteica da bactéria devido a sua afinidade pela peptidiltransferase dos ribossomos
50S [51,52]. A solubilidade do CLF em &gua € relativamente baixa diminuindo assim sua
biodisponibilidade, desta maneira, uma forma de aumentar sua solubilidade é por meio da amorfizacao
do farmaco, ndo necessitando de alteragdes na estrutura quimica atribuindo melhores perfis de

solubilizacdo. A estabilizacdo do estado amorfo do farmaco dispersando-o em um polimero € uma

18



estratégia para a amorfizacdo, promovendo uma estabilidade cinética contra a recristalizacao,

formando, assim, uma dispersao solida amorfa [53].

Cl

O2N

O Cl
Figura 5: Formula estrutural do cloranfenicol.

Estudo realizado por Preem et al., (2017) com nanofibras eletrofiadas de PCL e PEO
contendo CLF para sistemas de carreamento de farmaco no tratamento de feridas, demonstraram
viabilidade celular. Este ensaio foi realizado, com células murinas NIH 3T3 utilizando os extratos
liquidos das membranas de PCL/CLF e PCL/PEO/CLF. Constatou-se que ndo houve diferenca na
viabilidade celular de fibroblastos para exposic¢ao de curto tempo, indicando que a toxicidade depende
do tempo de administracdo e da via de administracdo. Outro indicativo da possibilidade de aplicacdo
em ferimento das membranas foi o ensaio de difusdo de disco, onde pode-se constatar atividade
antimicrobiana frente a bactérias E. coli mais comumente encontrada em feridas, mostrando a

eficiéncia do CLF para aplicagdo em curativos [54].

3.6 Consideracdes finais

A eletrofiacdo tem se apresentado como uma técnica atrativa e promissora no
desenvolvimento de curativos modernos constituidos de nanofibras poliméricas, podendo atuar como
um carreador de farmaco proporcionando atividade bioldgica. O PVA devido suas propriedades fisico-
quimicas por ser um polimero de baixo custo, solivel em agua e biocompativel, tornando-se de grande
interesse para aplicagdo médica. Entre os tipos de PVA o de alta massa molar e elevado grau de
hidrolise é vantajoso devido a suas propriedades fisico-quimica aprimoradas, alem da sua menor
solubilidade em agua. Muitos trabalhos j& relataram a eletrofiacdo do PVA, porém o PVA com alta
massa molar e elevado grau de hidrdlise é pouco empregado devido as dificuldades da sua eletrofiagéo

e na obtencéo de fibras perfeitas.
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O agente reticulador quimico glutaraldeido ja estabelecido tem sido amplamente
empregado para melhora das propriedades de polimeros, nas mais diferentes formas (hidrogel, filmes,
membranas, ...). Entretanto, um dos métodos mais citados para reticulacdo com o glutaraldeido, é
manter o material em contato com uma atmosfera saturada de seu vapor. Muitos trabalhos relatam a
eficiéncia deste método dizendo serem capaz de reticular membranas eletrofiadas, atribuindo melhoras
significativas em suas propriedades, bem como, a estabilidade em &gua mantendo sua estrutura
morfoldgica.

Desta forma, analisando o estado da arte deste, este trabalho apresentard uma
metodologia eficiente tanto na obtencdo de nanofibras de PVA de alta massa molar, quanto alto grau de
hidrolise pela técnica de eletrofiacdo. Além disso, diferentes métodos de reticulacdo, capazes de manter
a estrutura morfoldgica das nanofibras de PVA em agua, foram avaliados. Perante o que ja foi exposto,
e analisado na literatura estudada, este trabalho tem como novidade a utilizagdo do PVA com alta
massa molar e grau de hidrélise, com a reticulacdo com baixo teor de acido citrico contendo o farmaco
CLF.
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RESUMO

Neste trabalho foram obtidas membranas eletrofiadas de PVA reticuladas com &cido citrico ou
glutaraldeido, contendo o antibi6tico cloranfenicol (CLF), com a finalidade de produzir curativos. Estes
materiais foram caracterizados por MEV, FTIR, DSC, TGA, RMN, grau de intumescimento e
solubilidade. As imagens de MEV mostraram que foi possivel obter nanofibras com didmetros variando
entre 600 e 700 nm. A reticulagdo com &cido citrico (3% m/m) foi a Unica capaz de conferir
estabilidade em agua as fibras de PVA mantendo sua morfologia. A melhora na estabilidade térmica e
0 aumento da cristalinidade, promovida pela reticulagdo, foi observada, respectivamente, por meio das
andlises de TGA e DSC, DRX e FTIR. As andlises de FTIR comprovaram a incorporacdo do farmaco
nas fibras, enquanto as analises de TGA mostraram que o CLF retarda a degradacdo térmica do
polimero. A auséncia de picos referente ao CLF, nos difratogramas de raios-X e nas curvas de DSC,

indicam que possivelmente, o farmaco encontra-se em um estado amorfo. O mecanismo de liberagéo
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do CLF mostra que a cinética segue o modelo de Weibull, apresentando uma liberacédo instantanea nos
primeiros 30 min. As membranas apresentaram hemotoxicidade abaixo do limite estabelecido, além
disso, os ensaios de difusdo de disco mostraram atividade antimicrobiana, indicando que estas

membranas sao promissoras para aplicagdo em curativos.

Palavras chave: Eletrofiacdo; Alcool poli(vinilico); Reticulagdo; Curativo; Cloranfenicol.

5 INTRODUCAO

A pele humana é o primeiro mecanismo de defesa contra a infeccdo por bactéria gram-
positivas e gram-negativas. Trata-se de um dos érgdos mais vulneraveis sujeita a danificacdo da sua
continuidade seja por choques mecanicos, calor, frio e agentes quimicos, podendo provocar feridas
[55]. A cicatrizacdo destas feridas é processo complexo que envolve uma série de células e fatores de
crescimento, assim, o objetivo de inserir biomateriais seria de recobrir o ferimento promovendo uma
cicatrizacao efetiva como também um répido alivio da dor [56].

O curativo moderno é preparado para proporcionar um microambiente ideal para a
célula, fornecendo uma boa oxigenacao local, e uma barreira fisica contra a contaminacao bacteriana.
Além de atuar na retencdo de fluidos corpdéreo que sdo liberados pelo ferimento, como também
promovendo um crescimento celular ordenado capaz de reduzirem as marcas cicatriciais [57]. A
aplicacdo destes curativos podem representar uma significativa melhora no tratamento de feridas
crbnicas, que ndo cicatrizam, como as provocadas por diabetes e Ulceras [58]. Estes materiais estdo
ganhando destaque no mercado global devido ao aumento notavel de pacientes diabéticos, os quais sdo
mais vulneraveis no desenvolvimento dessas feridas, desta forma, o ndo tratamento adequado pode vir
a acarretar na amputacdo do membro [59].

Neste contexto, a producdo de membranas pode ser realizada utilizando vérias técnicas
existentes como: fundi¢do por solvente, inversdo de fase térmica, casting entre outras. Dentre estas
técnicas a eletrofiacdo possui um destaque na producdo de membranas poliméricas porosas empregadas
na engenharia de tecidos [60]. A eletrofiacdo trata-se de uma técnica de metodologia facil e baixo custo
empregada na producdo de nanofibras em escala de nanémetros e micrometros. Esta técnica utiliza da
aplicacdo de um campo elétrico de alta tensdo sobre uma solugdo polimérica, provocando entdo o
estiramento e a formacéo de nanofibras [61]. Esta técnica de forma controlavel, em que a alteracdo dos
parametros da eletrofiacdo permitem a obtencdo de membranas com diferentes morfologias. Portanto a

alteracdo de pardmetros como: concentragdo da solugdo polimeérica, tensdo superficial, distancia
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agulha-coletor, tensdo, fluxo, temperatura e umidade, permite a obtencdo de fibras com uma alta
porosidade além de uma elevada area superficial [62].

Dentre os polimeros utilizados para eletrofiacdo e na obtencdo de biomateriais, pode-se
destacar o Poli (Alcool Vinilico) PVA, o qual se trata de um polimero sintético sol(ivel em agua,
biocompativel, ndo toxicidade, totalmente biodegradavel. Tais propriedades faz do PVA um polimero
de grande interesse para aplicacdes biomédicas [45,63]. Este polimero possui uma elevada capacidade
de sorcdo de agua podendo absorver exsudato de feridas responséavel pela proliferacdo bacteriana no
ferimento. Outras propriedades como semipermeabilidade e estabilidade de pH ajudam na formacéo de
um ambiente adequado para o crescimento celular [64].

Entretanto, nanofibras de PVA sdo instaveis em agua solubilizando rapidamente em
meio aquoso. Assim para aplicagdo em curativos em que a membrana entrara em contato com exudatos
faz-se necessario a reticulagdo das fibras. A solubilidade do PVA esté diretamente relacionada ao grau
de hidoxilacdo, portanto, um menor grau de hidrélise proporciona uma melhor solubilidade, enquanto o
PVA com graus de hidrdlises maiores possuem menor solubilidade [17]. O PVA com menor grau de
hidrélise possue menos OH em sua cadeia polimérica, desta forma, uma quantidade maior de agente
reticulante é necessario para promover uma reticulacdo efetiva. Porém, o uso excessivo de agentes
reticulantes como o acido citrico podem tornar a fibra fragil e quebradica, ou promover um certo grau
de toxicidade devido a resquicios do agente reticulante como no caso do glutaraldeido [31]. Assim, a
utilizacdo de um PVA 99% hidrolisado, por possuir uma certa estabilidade em &gua e resisténcia
mecanica aprimorada, exigiram quantidades menores de agente quimico para reticulacdo, diminuindo,
portanto, a possibilidade de promover algum efeito toxico a membrana. Por fim, a utilizacdo do PVA
com elevada massa molar e 99% hidrolisado ndo é convencional devido as dificuldades de eletrofiacdo
do mesmo, uma vez que a solugéo tende a apresentar elevada tenséo superficial [18].

Além da obtencdo do polimero na forma de fibra, a técnica de eletrofiacdo permite a
producdo de fibras funcionalizadas por meio do encapsulamento de nanoparticulas, farmacos e
compostos bioativos [65,66]. Um dos farmacos que podem ser incorporados € o cloranfenicol, que
segundo a (OMS) Organizacdo Mundial da Saude ¢ um farmaco genérico e essencial. Antibiotico de
baixo custo, o cloranfenicol trata-se de um farmaco com amplo espectro contra bactérias gam-positivas
e gram-negativas, como também bactérias anaerdbicas. Utilizado no tratamento de um vasto nimero de
patdgenos, principalmente contra cllera, conjuntivite infecciosa e ferimentos provocados pela Ulcera

varicosa. A atividade antimicrobiana ocorre devido ao seu efeito primario inibindo a sintese de
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proteinas procarioticas, assim a aplicacdo do cloranfenicol em curativos torna-se de grande interesse
no combate a infecgdes graves [67,68].

Mediante ao relatado, este trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia
para obtencdo de nanofibras de PVA de alta massa molar e 99% hidrolisado. No intuito de obter um
curativo de nanofibras eletrofiadas com atividade antimicrobiana por meio da incorporacdo do
antibidtico cloranfenicol. Bem como, investigar a eficiéncia dos agentes reticulantes sobre as
propriedades fisico-quimicas das membranas eletrofiadas e sua influéncia sobre o perfil de liberacéo do

farmaco.

6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Preparo da solucéo eletrofiavel

Solugdes alcool polivinilico (PVA) Sigma-Aldrich massa molar 85,000-124,000 grau de
hidrolise 99%, com concentracdo de 8% m/v foram preparadas dissolvendo-se o polimero em agua
destilada a 80°C até a completa solubilizacdo. Apds a solucdo ser resfriada a temperatura ambiente,
adicionou-se 10% (v/v) de etanol 99%. Juntamente com o etanol foi dissolvido 10% m/m de
cloranfenicol (CLF) em relacdo a massa do polimero e 3% m/m de &cido citrico (CA), todas a solucdes
preparadas sdo apresentadas na TAB. 1. Para o processo de eletrofiacdo foram utilizados os seguintes
parametros, sistema de coleta rotativo a 200 rpm (d), tensdo de 10 kV, distancia agulha coletor de 18

cm e fluxo de 1,00 mL hL.

Tabela 1 - Solugdes preparadas para eletrofiacao.

Solugéo PVA (m/m) EtOH (m/v) CLF (m/m) CA (m/m)
(PVA) 8% 10% - -
(PVAICA) 8% 10% - 3%
(PVA)+CLF 8% 10% 10% -
(PVA/ICA)+CLF 8% 10% 10% 3%

6.2 Reticulacéo

As membranas eletrofiadas foram submetidas a dois processos de reticulacdo. O
primeiro utilizando vapor de glutaraldeido 25% (v/v). Para isso os filmes sem CA foram suspensos
sobre uma placa de petri contendo 5 mL de solugdo de glutaraldeido (GLA) em um recipiente
hermeticamente fechado FIG. 6 e colocado na estufa a 40 °C por 3 h. Para os filmes contendo CA, ap06s

o término da eletrofiagdo a membrana foi acondicionada na estufa a 190 °C por 10 min.
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Figura 6: Esquema para a reticulacdo com vapor de glutaraldeido.

6.3 Caracterizacgao das fibras

A estrutura morfoldgica das nanofibras foram obtidas usando microscopia eletrénica de
varredura (MEV) equipamento QUANTA 250. As amostras da membrana foram fixadas ao stub com
fita dupla face de carbono e metalizadas com uma fina camada de ouro, metalizador BAL-TEC — SCD
050. Com as imagens o didmetro médio foi determinado utilizando o software de processamento de
imagem image;j.

Os espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) das membranas
produzidas foram obtidas com o mddulo de Refletancia Total Atenuada (ATR) aparelho Perkin Elmer,
modelo Frontier. Obtendo os espectros no intervalo de nimero de onda de 4000-600 cm™, com uma
resolucdo de 2 cm™ e um total de 8 acumulagdes.

A analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi realizada em equipamento
Shimadzu DSC 60. Aproximadamente 6 mg das amostras foram utilizadas, aquecendo-se de 30 °C a
300 °C com razédo de aquecimento de 10 °C min! sob fluxo de nitrogénio (N2) com vazdo de 50 cm?®
min?t. A estabilidade térmica foi avaliada via analise termogravimétrica (TGA) utilizando o
equipamento termogravimétrico Perkin Elmer, modelo STA 6000. Aproximadamente 5 mg das
amostras foram aquecidas de 30 °C a 900 °C com raz&o de aquecimento de 10 °C min, sob fluxo de
nitrogénio (N2) com vazao de 50 cm® min™,

A difracdo de raios X (DRX) foram realizadas em equipamento Bruker®, modelo D2
Phaser com uma fonte de radiacio CuKa de A=1,5418 A, tensdo 40 kV e corrente 30mA com
monocromador de grafite. As membranas foram examinadas com um angulo de varredura em um

intervalo de 20 entre 10° e 80° com incremento de 0,02°.
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A resisténcia mecanica dos filmes foi determinada utilizando uma méaquina universal de
ensaios (Biopdi/ Brasil). Os filmes foram cortados em tamanho padrdo com dimensdes de 60 mm x 10
mm. A espessura das amostras foi mensurada com um medidor de espessura analdgico (Mitutoyo,
NO.7301). Uma célula de carga de 100 N foi usada para realizar o teste de tracdo com velocidade de
deslocamento 5 mm min a 30 °C e umidade relativa de 30%. Para cada amostra o ensaio foi realizado
em triplicata e a média dos parametros avaliados foram obtida.

As medigdes de angulo de contato foram realizadas utilizando um microscépio USB
com ampliacdo de 10 vezes ligado a um computador. Para a anélise 5 puL de &gua destilada foram
depositadas sobre a membrana. A gota formada foi monitorada por um periodo tempo de 2 min até que
ndo fosse mais observado alteracdo no angulo. Os valores do angulo de contato foram determinados
utilizando o software image;j.

Os espectros de RMN de *C no estado sélido (RMNES) foram obtidos em um
espectrofotdmetro Bruker Avance 111 HD 300 (7,04 T), operado a uma frequéncia de Larmor de 75,00
MHz. As analises foram executadas em uma sonda MAS, em rotores de ZrO, (com tampas de Kel-F)
de 4 mm. Os espectros foram obtidos numa frequéncia de giro de 9000 Hz, com tempo de relaxacédo de
1,0 s e pulso de 2,3 us utilizando giro-ao-angulo magico e polarizacdo cruzada. Os deslocamentos
quimicos foram padronizados de forma indireta através de uma amostra de glicina, com sinal referente

a carboxila em 176,00 ppm em relacdo ao tetrametilsilano que é o padrdo primario.

6.4 Grau de intumescimento e perda de massa

Um pedaco circular da membrana com diametro de 3 cm, foi colocado em imersdo em
solucao tampdo fosfato pH (5,75) a temperatura ambiente. Apds 24 h a membrana foi retirada do meio
tamponante, com papel filtro retirou-se o excesso da solugéo, e pesou-se novamente a membrana. O

grau de intumescimento foi calculado pela seguinte equacéo (1).

Intumescimento (%) = (%)X 100 (1)

Onde Mm e Ms sdo respectivamente a massa da fibra molhada e massa da fibra seca
inicialmente pesada. Para a determinacdo da perda de massa da membrana, apés o estudo de
intumescimento as fibras foram completamente secas na dessecadora por 24h e pesadas. A perda de

massa foi calculada pela seguinte equagéo (2).
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M; — M;
Perda de massa (%) = (T) (2)
i

Em que Mje M¢ séo a massa inicial e final respectivamente.

6.5 Taxa de transmissdo de vapor da agua (WVT)

A taxa de transmissdo de vapor da agua (WVT) foi determinada seguindo a ASTM
E96/E96M-16 adaptada. No prato de teste padrdo ASTM foram adicionados 5 mL de solucdo tampéo
fosfato (PBS) pH 5,7 e mantido em um pote hermeticamente fechado contendo silica gel, o pote foi
mantido em estufa a 32 °C. O conjunto contendo prato de teste solu¢do tampdo e membrana foram
pesadas periodicamente por um periodo de 24 h obtendo-se um total de nove pontos. O WVT foi
calculado pela equacdo (3), em que AW ¢ a quantidade de 4gua perdida em fungdo do tempo A ¢ a area

da membrana em m?, e (AW/At) trata-se do coeficiente angular obtido pela regresséo linear.

WVT =

(3)

Figura 7: Célula para WVT padrdo ASTM E96/E96M-16.

6.6 Teste de liberacdo do farmaco in-vitro

6.6.1 Curva de calibragdo
A curva de calibracdo para o cloranfenicol foi realizada utilizando-se uma solucéo

padrdo de 45 mg L de cloranfenicol preparada em solugdo tampéo fosfato PBS pH 5,75. A partir da
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solucdo padréo, foram realizadas as diluices necessarias para obter solu¢es nas concentracdes de 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45 mg L. Os espectros de absorcdo das amostras foram obtidos utilizando
0 espectrofotdmetro UV-Vis SHIMAZU — UV-1800 no comprimento de onda de 278 nm, referente a
absorcao do farmaco CLF.

6.6.2 Liberacéo in vitro do Cloranfenicol

Para a liberacdo do farmaco CLF a membrana foi fixada a um suporte esférico FIG. 8 e
submersa em 150 mL de solucdo tampdo fosfato (pH 5,7). O sistema de liberacdo foi mantido sob
agitacdo utilizando agitador orbital (incubadora shaker new lab) a uma temperatura de 35 + 1 °C a 100
rpm. Nos intervalos de (1, 2.5, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos) foram retiradas aliquotas
do meio de liberacdo e faze-se a leitura em espectrofotometro SHIMAZU-UV-1800. A aliquota
retirada para leitura foi devidamente retornada ao meio de liberacdo correspondente de modo a se obter

um volume constante.

Figura 8: Suporte esférico de aco inox para fixacdo da membrana.

6.6.3 Modelos cinético de liberacdo

Para investigar o mecanismo cinético de liberacdo do CLF, os dados experimentais
obtidos foram ajustados utilizando diferentes modelos matematicos TAB. 2. Os parametros estatisticos
como coeficiente de determinagdo ajustado (RZjustado), Akaike Information Criterion (AIC) e Model
Selection Criterion (MSC), foram usados como critério para escolha do melhor ajuste matematico.
Assim, 0 modelo com melhor ajuste sera aquele que apresentar maior valor de RZjustado € MSC € 0

menor valor para AIC [69].
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Tabela 2 - Modelos cinéticos de liberacdo de farmaco aplicados.

Modelo Equacéo Referéncia
Primeira Ordem F =100.(1 — ert) [69,70]
Kormeyer-Peppas F =kgp.t" [69]
Gompertz F = E, . e~e 8@ [69,70]
Weibull F = Epgx <1 — e"%> [69,70]

F: fracdo dissolvida em (%); ki: constante de primeira ordem em (min); t: tempo em (min); Ke:
constante da taxa de liberacdo; n: expoente de liberagao; Fmax: dissolugdo méxima (%); a: parametro de
escala; B: parametro de forma; Ti: tempo de atraso antes da libera¢do do farmaco.

6.7 Coagulacdo sanguinea e hemolise

Amostras com dimensdes de 10mm x 10mm de cada membrana foram submetidas ao
processo de esterilizagdo em luz UV durante 30 min, em sequéncia as amostras foram viradas e
mantidas por mais 30 min. O sangue foi coletado de doador saudavel em tubo contendo citrato de sodio
na propor¢do 1:9. Em seguida para o teste de coagulacdo sanguinea, as amostras foram colocadas em
placa TPP de 24 pocos. Sobre cada amostra foram depositados 100 pL do sangue citrado, em seguida
adicionou-se 20 uL de solu¢do de CaCl, para iniciar a coagulacdo. A coagulacdo foi monitorada nos
tempos de 0, 15, 30 e 45 min, para o tempo 0 min ap6s a adicdo de CaCl, foram adicionadas 2 mL de
agua deionizada de maneira cuidadosa para nio perturbar o coagulo. Trés aliquotas de 100 pL de cada
amostra foram transferidas para uma placa TPP de 96 pocos, e a as hemacias hemolizadas foram
determinadas medindo-se a absorbancia em 540 nm. O mesmo processo de adicdo de agua e leitura da
absorbancia foi realizado para as demais amostras ap6s incubagdo a 37 °C nos tempos de 15, 30 e 45
min. O controle foi realizado utilizando a placa de TPP onde o sangue foi depositado diretamente sobre
a placa. A absorbancia relativa de hemoglobina RHA no tempo t, foi calculada dividindo HA(t)/HA(0)
que s&o respectivamente a absorbéncia da hemoglobina no tempo t e no tempo 0 [71].

Para o teste de hemdlise as amostras das membranas foram colocadas em tubo do tipo
Falcon e adicionadas 10 mL de solugdo PBS, um tubo contendo apenas PBS foi utilizado como
controle negativo e outro com NaOH 0,5 mol L™ como controle positivo. Posteriormente os tubos
foram incubados em banho maria a 37 °C por 30 min, em seguida a amostra de sangue citrato foi
diluida em PBS na proporgéo 4:5 (4 partes de sangue para 5 de PBS). Apos o término da incubacéo 200
uL do sangue diluido em PBS foram adicionados nos tubos, e agitados por inversdo. As amostras foram
entdo incubas a 37 °C por 1h, ap6s 30 min foram agitadas por inversdo. Depois de incubas foram

centrifugadas a 800 g por 5 min e entdo 100 puL do sobrenadante foram retiradas e sua absorbancia
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medida em 540 nm. O aumento na absorbancia da hemoglobina (HA) € decorrente da sua liberacdo dos

globulos vermelhos devido a hemolise, a porcentagem de hemdlise foi calculada pela equacédo (4) [72].

(HA amostra—HA CTRL Neg)
(HA CTRL Posi—HA CTRL Neg)

taxa de hemblise = 100 (4)

6.8 Permeacao em pele de suino

Para o estudo de permeacdo foram utilizadas amostras de orelhas de suinos, brancos,
jovens e recém abatidos. As orelhas foram doadas pelo abatedouro Fazenda Experimental da
Universidade Estadual de Maringa (autorizada pelo Ministério da Agricultura do Brasil para consumo
humano) e seguindo todos os protocolos sanitarios. As orelhas foram limpas com agua bidestilada e
dissecadas para a remocdo de cartilagem e gordura subcutanea. Para o experimento foram utilizadas
apenas peles integras, sem hematomas e/ou feridas.

Foram adquiridos os espectros das amostras de nanofibras e seus componentes, a fim de
identificar as bandas de absorcdo. As amostras de nanofibras foram colocadas sobre a epiderme das
orelhas e mantidas em contato pelo tempo de 1 hora e 6 horas para a avaliagdo da permeacéo.
Decorrido o tempo, foi realizada a obtencdo das regiGes espectrais na derme e na epiderme, com
variacdo de comprimento de onda de 250 — 550 nm utilizando técnica fotoacUstica para as regides
espectrais do ultravioleta e do visivel (PAS UV-Vis).

A poténcia da fonte utilizada foi de 800 W e a frequéncia de modulacéo da luz foi de 13
Hz. As leituras foram realizadas na superficie da epiderme e da derme. A espessura do tecido que

contribui para o sinal fotoacustico € obtido pelo calculo do comprimento de difuséo térmica (m;). Este

- . 1/2 o e A
parametro é definido matematicamente como mg = (nif) , em que d é a difusividade térmica da

amostra e f a frequéncia de modulacéo de luz. Utilizando d = 4,1 x 10™* cm? s~ para a difusividade
térmica do tecido (epiderme e derme) 0 mg = 32 um, 0 que garante que as leituras sejam realizadas
proximas as superficies nas quais a luz é incidente, sendo a espessura média das amostras de

aproximadamente 1040 pm. Para cada amostra foram realizadas medidas em triplicata [73].

6.9 Atividade antibacteriana
Para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes foi utilizado a metodologia de disco
difusdo, baseado nos normas do CLSI com modifica¢cGes (CLSI, 2019). Foram utilizadas as bactérias

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 27853. Coldnias provenientes de culturas de 24 h a 35° C, foram adicionadas com
alca bacterioldgica em salina estéril (NaCl 0,85%) até se obter uma turvacdo compativel com a Escala
0,5 de Mac Farland (1x10® UFC/mL). Para confirmagdo da concentracdo de microrganismos no
indculo foi realizada leitura em espectrofotdmetro a 625 nm com absorbancia variando entre 0,08 - 1,0.
Apdbs o indculo pronto embebeu-se swab esteril na suspensdo bacteriana, comprimindo-o0 contra as
paredes do tubo para tirar o excesso. Foi semeado de forma suave em pelo menos 5 direcGes em placa
de Petri contendo Mueller Hinton Agar, abrangendo toda a superficie. Com auxilio de uma pinca
flambada e resfriada, foi adicionado os discos da membrana com 4 mm de didmetro sobre a superficie
do meio inoculado. Apos, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35° C por 24 h. Como
controle positivo foram utilizados discos de Cloranfenicol (30 pg). Com o auxilio de uma régua mediu-

se o diametro dos halos inibitérios de cada disco. O experimento foi realizado em triplicata.

7 RESULTADOS

7.1 Microscopia eletrénica de varredura
O estudo morfolégico das membranas eletrofiadas utilizando as imagens MEV (FIG 9.)
mostram que por meio da técnica de eletrofiacdo foi possivel a obtencdo das nanofibras. Para as

solucdes de PVA sem o farmaco CLF as nanofibras apresentaram-se homogéneas, lisas sem a presenca

de imperfei¢des e ou beads. Ainda por meio do MEV é possivel observar um decréscimo no didmetro
médio das nanofibras de (PVA), (PVA/GLA) e (PVA/CA) variando de 681,42 a 604,73 nm.
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Figura 9: Microscopia eletronica de varredura e didmetro médio das fibras: A1 — (PVA) membrana de
alcool polivinilico; A2 — (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; A3 —
(PVA/CA) membrana de PVA reticulada com &cido citrico; A4 — (PVA)+CLF membrana de &lcool
polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; A5 — (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com
glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; A6 — (PVA/CA)+CLF reticulado com acido citrico e 10%
(m/m) de cloranfenicol.

O diametro médio obtido para o PVA est4 associado a sua elevada massa molar e a seu
alto grau de hidrolise 99%, o alto valor de massa molar acaba dificultando o relaxamento das cadeias
poliméricas tornando a divisdo e expansdo dos jatos menos eficazes. Ja o elevado grau de hidrélise
resulta em uma maior tensdo superficial da solucdo provocando um aumento na tensdo critica
necessaria para a ejecdo do jato. Portanto, a adicao de etanol para diminuicéo da tensdo superficial pode
ter ocasionado o aumento no didmetro médio das nanofibras, como também auxiliado na evaporacao do
solvente [74-76].

Pelo teste de Tukey a 95% de confianca ndo ha diferenca significativa entre os diametros
de PVA e PVA/GLA, indicando assim que a reticulacdo com GLA ndo provoca alteracbes

morfoldgicas. Para a reticulagdo com CA embora o tratamento térmico ndo tenha mostrado alteracoes
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morfoldgicas, a presenca do reticulante provocou uma diminuicdo significativa no diametro médio (P <
0,05). A diminuicdo pode estar associada ao fato que o CA, possivelmente cause uma reducdo na
tensdo superficial, como também, a ionizacdo do &cido poder provocar um aumento na condutividade
da solugdo. O aumento da condutividade elétrica da solucéo exige uma densidade de carga maior para
formacéo do jato, melhorando a capacidade de fiacdo reduzindo o diametro médio da fibra [77,78].

Nas membranas contendo cloranfenicol foi possivel constatar a presenca de granulos
possivelmente do farmaco CLF, o que pode estar associado a sua baixa solubilidade em agua. Bayrakci
et al., (2021) obtiveram fibras lisas e homogéneas de PVA contendo CLF por eletrofiacdo sem a
presenca de granulos utilizando DMF como solvente [79]. Ainda é possivel observar que a presenca do
CLF causou uma diminuicdo no diametro das fibras de (PVA/GLA)+CLF e (PVA/CA)+CLF. Valenti
et al., (2021) relataram que na eletrofiacdo por fusdo de PLA contendo CLF, foram obtidos menores
didmetro de fibras na presenca do farmaco. Segundo o autor o farmaco causaria a alteracdo da
polaridade do meio tornando mais suscetivel a forca do campo elétrico, podendo alterar o
comportamento viscoelastico do polimero facilitando a eletrofiagéo [80].

Apos a imersdo das membranas em meio aquoso, tampdo PBS, as membranas foram
secas e as novas imagens de MEV foram obtidas. Como pode-se observar na FIG. 10 apenas as
membranas reticuladas com CA apresentaram estabilidade em agua, sendo capazes de manter sua
morfologia e estrutura de nanofibras. No entanto, nas membranas néo reticuladas as fibras coalesceram
perdendo sua morfologia devido a hidrossolubilidade do PVA em &gua em virtude da abundancia de
grupos (OH) [81,82]. As membranas reticuladas com vapor de GLA apresentaram 0 mesmo
comportamento perdendo as caracteristicas morfologicas de fibras. Esta coalescéncia possivelmente é
resultado do baixo grau de reticulacdo promovido pelo vapor de GLA permitindo a perda da estrutura

fibrosa.
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aquoso: B1 — (PVA) membrana de alcool polivinilico; B2 — (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada
com glutaraldeido; B3 — (PVA/CA) membrana de PVA reticulada com é&cido citrico;, B4 —
(PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; B5S — (PVA/GLA)+CLF
membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; B6 — (PVA/CA)+CLF
reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.
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7.2 Caracterizagdo por espectroscopia de FTIR

Os espectros de FTIR das membranas eletrofiadas de PVA puro, e das membranas
reticuladas PVA/GLA e PVA/AC, estdo apresentados na (FIG. 11-1). Para o PVA é possivel observar a
banda larga em 3280 cm™ associada a vibragdo de estiramento dos grupos (O — H), devido as ligacoes
de hidrogénio inter e intramoleculares. As duas bandas com maximo em 2940 e 2910 cm
correspondem as vibragfes assimétrica (vas) e simétrica (vs) de estiramento (C — H) dos grupos
metileno (— CH, ) da cadeia polimérica. Em 1426 cm vibragdes de flexdo (C — H). A banda em 1142
cm® é decorrente da vibragdo simétrica de estiramento (C — C) nas regides cristalinas do polimero, em
1091 cm* vibragio assimétrica de estiramento (C — O) e a flexdo (O — H). A vibragio em 842 cm™ é
atribuida ao balango de (— CH2 -).As vibracdes observadas na regido (I), FIG 11-1, sdo associadas ao
estiramento (C — O) e (C = C) do residuo de acetato presente no PVA [83-86].
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Figura 11: Caracterizacdo por infravermelho das membranas eletrofiadas: (PVA) membrana de alcool
polivinilico, (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com glutaraldeido, (PVA/CA) membrana de
PVA reticulada com acido citrico. | - Espectros das membranas reticuladas e absorbancia relativa da
banda de (OH). Il - a) Deslocamento do maximo da banda de (OH); b) cristalinidade das membranas
obtida da relacdo (Ai1azem-1/ Asoerem-1). 111 — Deconvolugio das bandas entre 1500 e 1800 cm™; a)
bandas entre 1500 e 1800 cm™ para PVA, PVA/GLA e PVAJ/CA; b) deconvolucio PVA; c)
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deconvolugdo PVA/GLA,; d) deconvolugdo PVA/CA. IV — imagens de MEV das membranas com e
sem reticulacdo apds imersdo em agua.

Um dos indicativos da reticulacdo € a diminuic¢do da intensidade da banda de (O — H)
observada pela intensidade relativa obtida entre a razdo da absorbancia da banda de (OH) 3280 cm™em
relagdo a vibragdo em 2940 cm™ (Aszsocm-1/ Azesocm-1). A diminuigdo da intensidade é decorrente do
consumo das hidroxilas do PVA para formacdo de pontes acetal com o GLA, e na reacdo de
esterificacdo com o CA [87-89]. Como pode-se observar o agente reticulante CA resultou em uma
diminuicdo mais significativa da intensidade relativa (PVA —1,77; PVA/GLA - 1,71; PVA/CA — 1,60)
indicando assim uma reticulagdo mais eficiente. A efetividade do CA como agente reticulante
corrobora com as imagens obtidas por MEV, em que a membrana reticulada com CA foi a Unica capaz
de manter estrutura fibrosa ap6s imersao em agua FIG. 11-1V.

Outro indicativo da reacdo de reticulagdo € o deslocamento do maximo da banda de
(OH) nas membranas reticuladas FIG. 11-11(a). O deslocamento para um nimero de onda maior indica
um possivel fortalecimento das ligacfes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas presentes no PVA
podendo estar associada a uma estrutura cristalina mais densa, alterando o ambiente quimico [90]. A
aumento da cristalinidade das membranas calculado pela razdo entre as absorbancias em 1142 cm™ e
1091 cm™ (A1142em-1/ Aoorem-1) FIG. 11-11(b), trata-se de outro fator que evidencia a reticulagdo. Assim
0 aumento da intensidade relativa entre as absorbancias indica um sistema mais cristalino, portanto a
maior intensidade relativa observada para as membranas reticuladas (PVA — 0,44; PVA/GLA - 0,49;
PVA/CA - 0,63) mostram que a reticulacdo promove um aumento na cristalinidade do sistema. A
intensidade da banda em 1142 cm™ esta relacionada a vibracéo de estiramentos simétricos (O — C — C),
o0 qual se referente a parte cristalina do PVA, ou seja, nesta regido o oxigénio ligado ao carbono forma
uma ligacao de hidrogénio intramolecular entre dois (OH) vizinhos do mesmo lado do plano da cadeia
polimérica. No entanto, a banda em 1091 cm™, refere-se ao estiramento antissimétrico (O — C —C), o
qual se refere a parte amorfa do PVA. Desta forma, a razdo das intensidades das bandas (At1142¢m-1/
Au1o91cm-1) fornecem a cristalidade do material [89,91,92].

Na reticulacdo com CA ainda é possivel observar pela deconvolucéao utilizando a funcéo
gaussiana, das bandas entre 1500 e 1800 cm™ FIG. 11-111(d) o surgimento da banda em 1718 cm™
referente ao estiramento vibracional da carbonila (C = O). Esta banda sugere a formacdo de grupos
éster alifatico por meio da reacdo de esterificacdo entre as hidroxilas do PVA e carboxila do CA,

favorecida pela elevacdo da temperatura a 190°C.[78,87,93]
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A confirmacéo da incorporacao do farmaco nas fibras eletrofiadas, e possiveis interaces
entre polimero e farmaco podem ser observadas a partir dos espectros de ATR-FTIR apresentados na
FIG. 12. Nos espectros das membranas contendo o farmaco CLF é possivel confirmacdo de sua
presenca devido ao surgimento de novas bandas. A banda em 1686 cm™ refere-se a vibracdo de
estiramento (C=0), a banda em 817 cm™ correspondente a vibragio de estiramento assimétrico (C —
Cl). As bandas em 1520 e 1565 cm™ estdo relacionadas a vibragdo de estiramento assimétrico do grupo
(NO>), e a vibracdo de estiramento do anel aromatico [94,95]. A presenca destas bandas confirma a
incorporacdo do farmaco cloranfenicol nas membranas eletrofiadas uma vez que ndo estavam presente

nos demais espectros obtidos.
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Figura 12: Espectros de FTIR das membranas eletrofiadas contendo o farmaco: (PVA)+CLF
membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA
reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com é&cido
citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol; (CLF) cloranfenicol.
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7.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das membranas de PVA eletrofiadas, e o efeito da reticulacdo e
do farmaco sobre a estabilidade dos filmes foram analisadas por TGA. Na FIG. 13- sdo apresentados o
perfil térmico e a primeira derivada (-dTGA). O primeiro evento observado entre (30 — 96 °C) esta
associado a perda de massa ocasionado pela evaporacdo de moléculas de dgua adsorvidas na superficie
devido as caracteristicas hidrofilicas do polimero. O segundo evento (195 — 311 °C) esta relacionado ao
primeiro estagio de degradacdo térmica ocorrendo a desidratacdo perda dos grupos (OH), resultando
em polienos conjugados e ndo conjugados como também na cisdo da cadeia. No terceiro evento ocorre
0 segundo estagio de degradacao, referente as reacdes de cisdo em cadeia promovendo a degradacao de
subprodutos, bem como, a de composto ciclicos conjugados formando residuos carbonizados (388 —
515 °C) [16,96,97].
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Figura 13: | — Andlise termogravimétrica (TGA) e primeira derivada (-dTGA) das membranas
eletrofiadas. 11 — Deconvolucgédo da primeira derivada do TGA; (PVA) membrana de alcool polivinilico;

(PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; (PVA/CA) membrana de PVA
reticulada com é&cido citrico; (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de
cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de
cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com acido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol; (CLF)
cloranfenicol.

As nanofibras reticuladas tiveram sua degradagdo térmica em trés estagios assim como o
PVA puro. Nos filmes reticulados com GLA e CA houve um aumento na estabilidade térmica

observado pelo deslocamento dos picos da derivada para maiores temperaturas, como também o

39



aumento de Tonset. A maior estabilidade ocorre devido a formagéo de ligagdes covalentes entre o agente
reticulante e o polimero. Entretanto, as hidroxilas que ainda se encontram presentes permitem a cisao e
a degradacédo da cadeia principal do PVA. Para a membrana reticulada com CA como observado pela
dTGA o primeiro evento ocorre de forma mais rapida e intensa, possivelmente a presen¢a do acido
citrico atua como catalisador protonando os grupos hidroxila para (-OH2") gerando um grupo de saida
mais favoravel (H20) [97]. A temperatura de degradacdo do terceiro estagio ndo tem alteracoes
significativas para os filmes reticulado com GLA e CA, uma vez que a reticulacdo ndo altera a estrutura
da cadeia carbdnica do polimero, promovendo alteracdes apenas nos grupos laterais do polimero [98].
Por meio da deconvolucdo da dTGA utilizando a funcdo gaussiana FIG. 13-1l, para as
membranas contendo CLF € possivel observar um estagio de degradacdo associado a uma perda de
massa de ~10%. Este estagio é referente a decomposicdo do farmaco presente na fibra, em que sua taxa
méaxima de degradacdo ocorre em ~250 °C. Este mesmo valor de taxa maxima foi registrado para o
farmaco puro ocorrendo em apenas um estagio de degradacdo. Ainda € possivel observar que a
presenca do CLF resulta em uma melhora na estabilidade térmica das membranas retardando o
processo de degradacdo [80]. Durante a degradacdo térmica do PVA, a desidratacdo do polimero é
favorecida na presenca de prétons H* formando o grupo de saida (-OHz"). Estes prétons podem ser
fornecidos pelos compostos &cidos formados da degradacdo do PVA derivados dos grupos acetato
presente no polimero catalisando o primeiro estagio de composicdo. Acredita-se que a presenca de
grupos com caracteristica basica na molécula de CLF estejam atuando como receptores desses prétons
durante a degradacdo térmica, favorecendo inicialmente a degradacdo do farmaco retardando o

primeiro estagio de degradacdo térmica do polimero referente a desidratacdo do PVA.

7.4 Difracdo de raios-X (DRX)

Nos espectros de difracdo de raios-X, apresentados na FIG. 14, pode-se observar que o
CLF se trata de um sélido cristalino, com picos de difracdo caracteristicos em 26 = 10,80°, 12,80°,
18,85°, 25,79° e 31,58° referentes ao farmaco puro [99]. Por outro lado, as membranas eletrofiadas
apresentaram caracteristicas de solido amorfo com o padréo de difracdo do PVA. O pico caracteristico
do PVA em 20 = 19° referente ao plano cristalino (101) é resultado das ligagdes de hidrogénio,
podendo ser atribuido ao cristalito do PVA [81,100-102]. Ainda € possivel observar um aumento da
cristalinidade causada pelos agentes de reticulagdo devido a maior intensidade do pico em 22° FIG. 14
(c; ) podendo estar associada a formacao de cristalitos maiores, corroborando com o FTIR.
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Figura 14: Espectros de difracdo de raios-X das membranas eletrofiadas; a) (PVA) membrana de

alcool polivinilico; b) (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; c) (PVA/CA)
membrana de PVA reticulada com é&cido citrico; d) (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e
10% (m/m) de cloranfenicol; €) (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado e glutaraldeido com
10% (m/m) de cloranfenicol; f) (PVA/CA)+CLF reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de
cloranfenicol; g) (CLF) cloranfenicol.

Nas membranas eletrofiadas contendo CLF ndo foi observado a presenca dos picos do
farmaco cristalizado. Esta observacao indica que possivelmente o CLF pode estar presente em uma fase
amorfa. A ndo recristalizacdo do farmaco pode ocorrer devido a rapida taxa de solidificacdo das fibras
durante o alongamento e a flambagem. A elevada area superficial das fibras favorece uma rapida
evaporacdo do solvente no processo de eletrofiagdo. Este fendbmeno diminui a mobilidade das
moléculas de farmaco sendo capaz de inibir a cinética de recristalizacdo predominando a fase amorfa.
Esta observacdo estd de acordo com Li et al., (2013) que relataram a amorfizacdo de cafeina e
riboflavina em nanofibras de PVA obtidas por eletrofiacdo. Haroosh et al., (2014) também observaram
0 mesmo efeito em nanofibras de PLA:PCL contendo tetraciclina. A amorfizagdo do CLF também foi
relatada por Michailidou et al., (2019) em espumas de quitosana contendo até 20% (m/m) de CLF,

sendo que as espumas contendo 30% (m/m) apresentou a recristalizagcdo do farmaco. A fase amorfa do
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farmaco esta relacionada com o aumento da solubilidade do farmaco favorecendo assim uma maior
biodisponibilidade do CLF [103-107].

7.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Os resultados de DSC das fibras eletrofiadas sd&o mostrados na FIG. 15-1, em que
podemos observar a presenca de dois picos endotérmicos para as membranas. O primeiro pico (I) entre
30 °C a 105 °C esta associada perda de agua, devido a umidade presente nas amostras decorrente da
natureza hidrofilica do PVA. O segundo pico (Il) endotérmico observado em torno de 230 °C é a fuséo
do PVA [103]. Para o CLF puro é possivel observar a natureza cristalina do farmaco com pico de fusdo
em 155,5 °C. Nas membranas contendo CLF o pico de fusdo caracteristico do farmaco ndo é mais
observado, podendo estar associado a um estado amorfo do farmaco. Este fato pode estar de acordo
com os resultados apresentado no DRX, indicando que possivelmente o farmaco se encontra

predominantemente em sua forma amorfa [108].
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Figura 15: | — Analise calorimetria exploratoria diferencial das memabranas eletrofiadas; a) (PVA)

membrana de alcool polivinilico; b) (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; c)
(PVA/CA) membrana de PVA reticulada com acido citrico; d) (PVA)+CLF membrana de alcool
polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; e) (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com
glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; f) (PVA/CA)+CLF reticulado com acido citrico e 10%
(m/m) de cloranfenicol; g) (CLF) cloranfenicol. 11 — Correlagéo entre a cristalinidade obtida por DRX,
DSC e FTIR com a entalpia de fusao.

Pelas andlises de DSC ¢é possivel observar na TAB. 3 que a presenca do agente

reticulante esta causando uma diminuicdo da Tm. A queda da temperatura de fusdo pode ser resultado da
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diminuicdo das interacdes intermoleculares entre grupos hidroxila durante a reticulacdo, devido um
menor nimero de ligacGes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas.

As membranas contendo o CLF também é observado uma diminui¢do da Tm, podendo
estar associada a uma redugdo nas interacOes intermoleculares entre as estruturas cristalinas lamelares
do PVA. A presenca de grupos hidroxilas do CLF permite interacGes de hidrogénio com o PVA,
podendo ocasionar o afastamento das estruturas lamelares do polimero. Este afastamento pode
favorecer uma menor interacdo entres as lamelas FIG. 16-C, promovendo uma diminui¢do no ponto de
fuséo.

Embora tenha diminuido o ponto de fusdo, observou-se um aumento na entalpia de fuséo
(AH) para as membranas reticuladas. Levando em consideracdo o fato que polimeros sdo sistemas
complexos e que o PVA utilizado neste trabalho apresenta alto grau de hidrolise (99%) e massa molar.
O aumento da entalpia de fusdo pode estar associado ao fato do agente reticulante proporcionar a
formacdo de uma nova conformacéo da cadeia polimérica. Dando origem a estrutura cristalina diferente
aumentando, portanto, a cristalizacdo ou a perfeicdo dos cristais. O aumento da cristalinidade
corroborando assim com os espectros de DRX e FTIR [102,109,110].

Tabela 3 - Pardmetros obtidos da analise de DSC.

AmOStl’a Tm (OC) AHmeIting (J/g)
(PVA) 229,64 49,89
(PVAIGLA) 226,57 58,02
(PVAICA) 226 60,24
(PVA)+CLF 218,89 50,73
(PVA/GLA)+CLF 217,17 53,64
(PVA/CA)+CLF 214,95 53,54
CLF 155,55 102,26

Tm — temperatura de fusdo em °C; AHmeiting — entalpia de fusdo em J/g. (PVA) membrana de &lcool
polivinilico; (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; (PVA/CA) membrana de
PVA reticulada com acido citrico; (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de
cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de
cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.

O gréfico apresentado na FIG. 15-11 representa a relagcdo entre a entalpia de fusdo e a
média das cristalinidades dos filmes obtidas por FTIR, DRX e DSC. E possivel observar pelo r da
correlagdo de Pearson’s que existe uma relagdo linear entre AHm € a cristalinidade dos filmes. O
aumento da cristalinidade e da entalpia de fusdo também foi observado por Quin e Wang (2008) em

que relataram este efeito em nanofibras de PVA reticuladas com &cido maleico [82].

43



7.6 Propriedades Mecanicas

Além da biocompatibilidade e ndo toxicidade materiais projetados para engenharia de
tecidos devem apresentar também boas propriedades mecénicas, sendo ao minimo capaz de resistir a
manipulacdo do material. O ensaio de resisténcia a tragdo para as membranas € apresentado na FIG. 16-
A. Na TAB. 4 estdo os valores de resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura e modulo de
elasticidade. A reticulagdo com GLA resultou em um aumento da tensdo maxima de ruptura e no
modulo de elasticidade, como também na diminuicdo do alongamento. Este fato esta diretamente
relacionado as ligacGes covalentes cruzadas inter e intracadeias dos grupos acetais formados com o
agente reticulante. O aumento do modulo de elasticidade e a diminuicdo do alongamento indicam que a

reticulagdo com GLA tornou a fibra mais rigida e densamente empacotada [81,90,103,111].
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Figura 16: A — Analise mecanica das membras; (PVA) membrana de alcool polivinilico; (PVA/GLA)
membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; (PVA/CA) membrana de PVA reticulada com &cido
citrico; (PVA)+CLF membrana de é&lcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol;
(PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol;
(PVAJ/CA)+CLF reticulado com acido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol. B — Camadas formada
nas membranas contendo CA e esquema da possivel reticulagdo gradual da membrana. C — Estrutura
cristalina lamelar efeito do cloranfenicol no afastamento das lamelas.

Normalmente o processo de reticulacdo de membranas polimérica tem como efeito o
aumento da rigidez (modulo de elasticidade), e diminui¢cdo na ductibilidade (alongamento) [90]. As
membranas reticuladas com CA apresentaram diminuicdo significativa no alongamento, efeito

esperado no processo de reticulagdo, mesmo efeito observado por Sonker et al., (2017) em membras de
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PVA reticuladas com CA [98]. Entretanto, para as membranas reticuladas com CA ocorreu uma
diminuicdo da tensdo méaxima de ruptura e do modulo de elasticidade, efeito antagbnico de uma
reticulacdo. Este fato esta relacionado com a forma que estas membranas rompiam durante 0s ensaios.
Observou-se que as membranas rompiam em camadas como se ela fosse constituida pela unido de
varias membranas empilhadas lembrando as camadas de uma cebola (comportamento lamelar) (FIG.
16-B). Este efeito influéncia diretamente sobre os parametros obtidos na analise mecanica uma vez que
a espessura do material medida ndo condiz com a espessura real, influenciando diretamente sobre os
valores obtidos na anélise, uma vez que o modulo de elasticidade é normalizado pela espessura.

Essa estrutura reticulada em camadas de forma graduada também foi observada por
Gulino et al., (2022) em que o estabelecimento de um gradiente térmico durante a reticulacdo
diminuindo gradualmente entre as camadas induza esse tipo de estrutura [112]. Sabe-se que diferentes
temperaturas promovem graus diferente de reticulacdo FIG. 16-B, assim pode-se dizer que a camada
mais externa é a primeira a atingir a temperatura necessaria para iniciar a reticulacdo. Desta forma, as
camadas mais internas sO iniciardo a reticulacdo a mediada que forem atingindo a temperatura
necessaria, reticulando gradualmente em camadas. A separacdo entre as camadas pode estar
relacionada a estrutura lamelar dos cristalitos de PVA como se fossem placas do polimero dobradas
sobre sua propria cadeia polimérica [89]. Como foi observado o aumento na cristalinidade o CA pode
atuar como pontos de nucleacdo favorecendo a cristalizacdo do PVA. O aumento da cristalinidade pode
resultar em estruturas com cristais lamelares mais definidos FIG. 16-C e uma maior densidade de
cristais (lamelas mais espessas), assim como relatado por Zhou et al., (2021) [113].

A presenca do farmaco CLF proporcionou melhora significativa nas propriedades
mecanicas de todas as membranas, tornando-as mais resistentes, aumentando os valores de tencdo de
ruptura e do modulo de elasticidade. Este fato esta relacionado, possivelmente, a uma forte interacao
via ligacdo de hidrogénio entre os grupos (OH) do CLF e do PVA, atuando como uma ponte de ligacéo
na regido amorfa entre as cadeias poliméricas FIG. 16-C. Essas intera¢cfes melhoram a capacidade da
membrana em absorver energia durante a aplicacdo de carga no ensaio uniaxial, promovendo um

aumento na resisténcia a tragao [64].
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Tabela 4 - Pardmetros obtidos da analise mecanica.

Amostra ¢ (MPa) € (%) Modulo de elasticidade (MPa)
(PVA) 6,55 + 0,26 139,37 + 0,099 96,55 + 0,007
(PVAIGLA) 7,21+£0,92 138,44 + 35,14 98,12 + 4,278
(PVAICA) 3,59+0,44 37,69+ 2,79 53,47 £ 4,702
(PVA)+CLF 7,07 £0,45 81,91 + 2,60 152,66 + 17,430
(PVA/GLA)+CLF 7,51+0,48 77,15+ 1,62 138,51 + 19,530
(PVAICA)+CLF 4,98 £ 0,15 40,82 £ 5,81 73,72 £ 5,812

Pele humana 2-16% 70778 6000 — 40000?

o — Tensdo de ruptura em MPa; € - Alongamento em %; Mddulo de elasticidade em MPa. 2 referéncia
[60]. (PVA) membrana de alcool polivinilico; (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com
glutaraldeido; (PVA/CA) membrana de PVA reticulada com &cido citrico; (PVA)+CLF membrana de
alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado
com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com &cido citrico e 10%
(m/m) de cloranfenicol.

7.7 Espectroscopia de RMN 13C CP/MAS

As analises de RMN 3C em estado solido das membranas de PVA sdo apresentados na
FIG. 17-1. Para os espectros de RMN o pico agudo em 44 ppm esté relacionado aos grupos CHy, e 0s
picos (I, 1l e 111) localizados em (74,71; 69,45 e 64,47 ppm) sdo caracteristicos dos grupos CH da
cadeia polimérica. Os trés picos de CH observados sao referentes a taticidade do polimero sendo assim
0 pico associadas as por¢des isotatica (I), atatica (II) e sindiotatica (I1l) do PVA [86,114]. O
aparecimento desses picos esta relacionado as ligacdes de hidrogénio inter e intramolecular, sendo
assim o pico (I) é atribuido ao CH com duas ligacdes de hidrogénio, (II) com uma ligacdo de
hidrogénio e (I1l) com nenhuma ligacdo de hidrogénio entre os grupos hidroxila. O aumento da
intensidade do pico em 74,71 ppm nas membranas reticuladas € um indicativo que a reticulagdo pode
estar favorecendo a porgdo isotatica, promovendo um maior numero de interacdo de hidrogénio inter e
intramolecular entre grupos OH vizinhos. Possivelmente em funcdo do dobramento das cadeias
polimérica na formacdo de cristalitos maiores [115]. Corroborando com o aumento da banda em
1141cm™ no FTIR FIG. 11-li(b) relacionada a vibracdo de estiramento C — O da cadeia polimérica
onde ha a formacdo de ligacdo de hidrogénio entre dois grupos OH vizinhos [92], bem como, com a
analise de DRX e mecanica. Os picos caracteristicos do farmaco CLF FIG. 17-11 observados entre 110
e 180 ppm também podem ser observados nas membranas como sinais de baixa intensidade nesta
mesma regido. Portanto, a presenca destes picos confirma a presenca do farmaco na matriz de PVA

eletrofiada, assim como observado no FTIR FIG. 12 [116].
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Figura 17: |1 — Espectros de RMN *3C, a) (PVA) membrana de alcool polivinilico; b) (PVA/GLA)
membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; c) (PVA/CA) membrana de PVA reticulada com
acido citrico; d) (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; e)
(PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; f)
(PVA/CA)+CLF reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol; g) (CLF) cloranfenicol; Il
— Deslocamentos quimico de seus respectivos carbono para a molécula de cloranfenicol.

7.8 Angulo de contato

A hidrofilicidade da membrana € de grande importancia para as aplicacbes biomédicas
podendo influenciar na liberacdo de farmacos, e na fixacdo e crescimento celular [64,117]. O angulo
de contato com a agua é utilizado como indicador do comportamento caracteristico de uma superficie,
empregado para determinar sua natureza hidrofilica ou hidrofobica. Assim a molhabilidade de uma
superficie pode ser determinada pelo valor do angulo de contato. Angulos menores que 90° indicam
que a molhagem da superficie é favoravel, e valores maiores a 90° a molhagem é desfavoravel [60,98].
Com os resultados apresentados na FIG. 18-A pode-se observar que todas as membranas eletrofiadas
em t = 1 segundo apresentaram angulos iguais a 0° devido a natureza hidrofilica do PVA. As
membranas reticuladas apresentaram um aumento no angulo de contato, isto ocorre devido a
diminuigcdo de grupos hidroxila livres na superficie (OH) pela reagdo com GLA e CA formando

ligagOes covalente durante a reticulagdo. Embora reticulagdo tenha diminuido a hidrofilicidade o
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angulo de contato dinamico para todas as membranas foi igual a 0° apds 1 segundo FIG. 18-B Sendo
possivel observar uma absor¢do instantanea ap0s o contato da gota com a superficie ndo sacrificando a
hidrofilicidade dos filmes [78,79,111].

Na presenca do farmaco CLF a hidrofilicidade da membrana aumentou com a diminuic¢éo do angulo de
contato que pode estar relacionada a presenca dos grupos hidrofilicos (OH) presentes na molécula do
farmaco, permitindo interacdes de hidrogénio com a agua. Portanto a elevada hidroficilidade observada

nas membranas sdo extremamente favoraveis para a adeséo e crescimento celular e cicatrizagéo [64].

Angulo de Contato

(PVA/GLA)+CLF i

Membranas

Figura 18: Andlise da hidrofilicidade das membranas eletrofiadas. A) angulo de contato inicial para as
membranas eletrofiadas em tempo 0 s; B) Imagens da gota em t = Os e ap6s 1s. As abreviacGes
correspondem a (PVA) membrana de alcool polivinilico; (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada
com glutaraldeido; (PVA/CA) membrana de PVA reticulada com é&cido citrico; (PVA)+CLF
membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA
reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com acido
citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.

7.9 Grau de Intumescimento e perda de massa

Com os resultados apresentados na FIG. 19-1 para grau de intumescimento e
solubilidade em agua, € possivel observar que todas as membranas tiveram capacidade de inchar e reter
agua em decorréncia da sua alta area superficial e porosidade. A elevada area superficial e porosidade
séo resultado da estrutura de nanofibras, estas caracteristicas da membrana altera a solubilidade do
PVA tornando-o mais sollvel a temperatura ambiente. Desta forma, as membranas de PVA néao
reticuladas tiveram a maior perda de massa, por volta de 60% da sua massa inicial [77,118,119].

As membranas de PVA reticuladas tiveram uma diminuicdo na capacidade de
intumescer em agua, propriedade que depende das interacdes entre o polimero e solvente. A reacéo
entre os grupos funcionais dos agentes reticulantes GLA e CA com a hidroxila do PVA diminui o
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numero de hidroxila disponiveis. Com a reducdo dos grupos OH nas membranas tem-se uma
diminuicdo do nimero de interacdes de hidrogénio com a agua, reduzindo assim a capacidade de inchar
da membrana. A diminuicdo na capacidade de intumescer também esta relacionado ao fato que
reticulacdo com as moléculas de baixa massa molar, favorece a formagao de uma estrutura de rede mais
compacta tornando o filme mais rigido e com menores espacos intermoleculares [120-122]. A
formacdo de pontos de reticulacdo também resultam na reducdo do tamanho dos poros da membrana,
diminuindo assim a capacidade de inchar.

O aumento no intumescimento das membranas de PVA e PVA/CA contendo CLF, pode
estar associada a liberacdo do farmaco contido no interior da matriz polimérica. A saida do farmaco
promove a formacdo de poros ou intersticios, permitindo que mais solvente penetre na membrana

aumentando sua capacidade de inchar [78,79,93].
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Figura 19: | — Grau de intumescimento e perda de massa. Il — valores obtidos de intumescimento e

perda de massa; (PVA) membrana de alcool polivinilico; (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada
com glutaraldeido; (PVA/CA) membrana de PVA reticulada com &cido citrico; (PVA)+CLF
membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA
reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com &cido
citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.

Outro fator importante para evidenciar a reticulacdo € a perda de massa em meio aquoso.

Como apresentado na FIG. 19-1l, as membranas néo reticuladas tiveram perda de aproximadamente
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60% de sua massa, j& para as membranas reticuladas esta perda foi de 4,02% para a membrana
(PVAIGLA) e 0,7% para (PVA/CA). As membranas reticuladas contendo o farmaco CLF tiveram
perdas de 9,11% e 9,14% referente aos 10% do farmaco. Embora o GLA tenha sido capaz de promover
um certo grau de reticulacdo, este método ndo se mostrou eficaz devido a perda da estrutura
morfoldgica ap6s contato com dgua como apresentado na imagem obtidas por MEV FIG. 10 (B2 e B5).
Portanto o CA trata-se de um agente reticulante promissor para producdo de PVA eletrofiados estaveis

em meio aquoso [103].

7.10 Taxa de transmissdo de vapor de agua

Controlar a umidade de uma ferida € um fator importante na cicatrizacdo. Uma ferida
extremamente seca pode retardar a cicatrizacdo, bem como o acumulo excessivo de exsudato pode
favorecer uma infec¢do ou maceracdo. Portanto, o curativo ideal deve ser capaz de controlar a taxa de
transmisséo de vapor, mantendo um valor ideal de permeacdo proporcionando um ambiente adequado
para o ferimento [123]. A taxa de permeagdo de vapor para uma pele saudavel é de 204 g/m? / dia, ja
uma pele lesada a perda de agua pode variar de 279 g m? dia’ a 5138 g m? dia™*. A permeabilidade
ideal de um curativo sem fornecer riscos com relagdo a desidratacdo de ferida é de 2500 g m dia*
garantindo assim um nivel adequado de umidade [123,124]. Como pode-se observar na TAB. 5, as
membranas sem o farmaco CLF tiveram valores de (WVP) mais proximos ao ideal, 0 que pode estar
relacionada com as alteracdes causadas pelo CLF nas propriedades como hidrofilicidade e didametro das
fibras. A permeabilidade de vapor € uma propriedade influenciada pela porosidade da membrana, desta
forma reducdo no diametro das fibras causado pelo CLF resulta em membranas mais porosas. Outro
fator ¢ a hidrofilicidade do material em que a permeacdo do vapor de dgua ocorre apés a hidratacdo da
membrana, como observado na analise de angulo de contato a presenca do CLF melhorou a
hidrofilicidade da membrana [60,125]. Ainda para as membranas de PVA e PVA/GLA a absorcao de
agua pode ocasionar o inchamento da fibra, promovendo uma diminuicdo dos poros entre as fibras
reduzindo a capacidade de permeacédo de vapor da agua. Estando de acordo como as imagens de MEV

em que essas membranas perdem facilmente sua estrutura fibrosa em contato com a agua.
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Tabela 5 - Taxa de transmissdo de vapor da dgua para as membranas eletrofiadas.

Membrana WVP (g m?dia?) R?
PVA 2571.36 0.99
PVA/GLA 2543.05 0.99
PVA/CA 3401.74 0.99
(PVA)+CLF 3279.07 0.99
(PVA/GLA)+CLF 3583.39 0.99
(PVA/CA)+CLF 3623.49 0.99

WVP - taxa de permeacéo de vapor em g m? dia, R? - coeficiente de determinagéo. (PVA) membrana
de alcool polivinilico; (PVA/GLA) membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; (PVA/CA)
membrana de PVA reticulada com &cido citrico; (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10%
(m/m) de cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10%
(m/m) de cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.

7.11 Liberagéo in vitro do cloranfenicol

Investigar o perfil de liberacdo do farmaco € de grande importancia para a aplicacdo
médica do material. A fim de simular o microambiente da pele a liberagdo do CLF foi realizada em
tampdo PBS (pH = 5,7 = 0,1). A FIG. 20 mostra os perfis de liberagdo do CLF das membranas
eletrofiadas, como pode-se observar todas as membranas apresentaram uma liberacéo instantanea nos
primeiros 30 min. Caracteristica desejavel para curativos em que se pretende uma acdo antimicrobiana
inicial aprimorada [107].

A liberacdo de instantanea do farmaco esta relacionada a elevada hidrofilicidade da
membrana que facilita a difusdo da agua promovendo o inchago e a dissolu¢cdo do farmaco, como
também a presenca do farmaco que se encontra possivelmente em grande parte na superficie da fibra.
Outro fator € a possivel presenca de uma quantidade do farmaco na superficie da membrana, esta sera
liberada instantaneamente, em comparacdo com o farmaco que estd alojado internamente nas fibra
[79,105,126].

Para as membranas reticuladas é constatado uma diminuicdo na liberagdo maxima,
chegando a 84,4% para GLA e 75,4% para CA. A reducdo na % liberada pode estar associada a
diminuicdo na hidrofilicidade e capacidade de incha¢o das membranas devido a reticulagdo. Ainda para
as membranas reticuladas a cristalinidade do sistema tem influéncia sobre a liberacéo, pois com o
aumento da cristalinidade restringe-se a mobilidade das moléculas do farmaco, na matriz polimérica,
dificultando a liberacdo, e uma cristalinidade menor facilita a desintegracdo do filme acelerando a
liberacdo do farmaco [106,127].
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Figura 20: Cinética de liberacdo do cloranfenicol das membranas. (PVA)+CLF membrana de alcool
polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com
glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com acido citrico e 10%
(m/m) de cloranfenicol.

O mecanismo cinético de liberacdo do CLF foi investigado aplicando-se quatro modelos
matematicos. Os parametros dos modelos cinéticos e dos ajustes matematicos sdo apresentados na
TAB. 6. Segundo os pardmetros matematicos R%justado, AIC € MSC avaliados, 0 modelo de Weibull foi
0 que apresentou o melhor ajuste para todas as liberacbes. O modelo de Weibull é tipico para liberacdo
de farmaco a partir de um sistema de entrega do tipo matriz, neste caso o sistema matricial
tridimensional composto de nanofibras de PVA [128,129]. Assim, fica evidente que a alteracdo da
matriz causada pela reticulagdo teve influéncia direta sobre o perfil de liberacdo. Para este modelo o
pardmetro Fmax indica a quantidade de farmaco que esta sendo liberado, a € o parametro de escala que
descreve a dependéncia do tempo. T; define o tempo de atraso antes do processo de dissolucéo, sendo
que na maioria dos casos sera zero, e b descreve a forma da curva de liberagdo. Quando b é maior que 1
a curva segue uma forma sigmoide com um ponto de viragem, enquanto para b menor que 1 a forma

teria um aumento mais acentuado do que a com b igual a1 [130,131].
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Tabela 6 - Modelos cinéticos aplicados para a liberacdo do CLF.

(PVA)+CLF
Modelo Parédmetros Valores RZajustado AIC MSC
a (min) 1.02
. B 0.23
Weibull T, (min) 0.99 0.99 45.67 4.15
Fmax (%) 96.46
]
Kormeyer-Peppas ﬁ“’ (min”) 811'37 0.73 80.87 0.95
a 1.19
Gompertz B 2.42 0.97 55.91 3.22
Fmax 90.84
Primeira Ordem ki (min) 0.28 0.67 80.98 0.94
(PVA/GLA)+CLF
a (min) 0.89
. B 0.19
Weibull T (min) 1.00 0.99 34.35 5.31
Fmax (%) 87.96
i1
Kormeyer-Peppas ﬁ”’ (min”) 0 0.59 86.74 0.54
a 1.95
Gompertz p 4.31 0.97 59.75 3.00
Fmax 79.84
Primeira Ordem ki (min™?) 0.19 0.28 91.05 0.15
(PVA/CA)+CLF
a (min) 1.49
. B 0.19
Weibull T (min) 0.98 0.99 24.53 5.60
I:max (%) 88.28
in-1
Kormeyer-Peppas Kip (min”) 39.17 0.83 72.34 1.42
n 0.14
a 1.17
Gompertz B 1.61 0.97 55.12 2.98
Fmax (%0) 78.65
Primeira Ordem ki (min?) 0.082 - 97.74 -1.04

ki: constante de primeira ordem; kkp: constante da taxa de liberagdo; n: expoente de liberacdo; Fmax:
dissolugdo maxima (%); a: parametro de escala; B: parametro de forma; Ti: tempo de atraso antes da
liberagdo do farmaco; (RZjustado): COeficiente de determinagio ajustado; (AIC) Akaike Information
Criterion; (MSC) Model Selection Criterion. (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10%
(m/m) de cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10%
(m/m) de cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.

7.12 Hemocompatibilidade e Coagulacéo sanguinea
Avaliar a hemocompatibilidade de biomateriais é de extrema importancia uma vez que
estes materiais entrardo em contato com o sangue in vivo. Segundo a ASTM F756-08 dispositivos

médicos que entrardo em contato com sangue devem apresentar porcentagem de hemolise inferior a 5%
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[132]. A taxa de hemolise para as membranas € mostrada na FIG. 21-1, como pode-se observar todas as
membranas apresentaram valores inferiores a 2% mostrando uma boa hemocompatibilidade. As taxas
de hemolises ficaram proximas ao valor da membrana de PVA puro, visto que o PVA j& é estabelecido
como hemocompativel [64,98].

O potencial hemostatico das membranas foi determinado pelo ensaio de coagulacdo
sanguinea. Apos o inicio da coagulacdo com CaCl, as hemacias que néo ficaram aderidas ao coagulo
foram hemolisadas com &gua e a absorbancia medida em 540 nm [58,133]. Os resultados obtidos para a
coagulacdo séo apresentados na FIG. 21-11, o gréfico apresenta a absorbancia relativa da hemoglobina
RHA. Quedas mais abruptas para valores mais baixos de intensidade relativa mostram uma maior
rapidez e eficacia na coagulacdo sanguinea. Todas as membranas promoveram a coagulacdo sanguinea,
chegando basicamente a coagulacdo quase que total apds 30 min. Entretanto as membranas reticuladas
com GLA e CA contendo o farmaco CLF apresentaram melhor desempenho na coagulacdo. A
capacidade coagulante das membranas torna este material promissor para aplicacdo em disturbios

hemorragicos [71].
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Figura 21: | — Taxa de hemolise sanguinea obtida para membranas; Il — Coagulacdo sanguinea

promovida pelas membranas eletrofiadas. (PVA) membrana de alcool polivinilico; (PVA/GLA)
membrana de PVA reticulada com glutaraldeido; (PVA/CA) membrana de PVA reticulada com &cido
citrico; (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol;
(PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol;
(PVA/CA)+CLF reticulado com acido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.
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7.13 Estudo de permeacdo cutanea

Com o intuido de avaliar a capacidade do CLF presente nas membranas de permear a
epiderme e derme, assim foi utilizado a pele de porco como modelo para simular a pele humana
durante o ensaio. A FIG. 22-1 apresenta 0s espectros de absorcdo Optica obtidos por espectroscopia
fotoacustica das membranas contendo CLF. O pico em A max =285 nm é referente ao farmaco CLF
indicando que ele se encontra presente nas membranas. Os espectros de absor¢do dptica obtida para a
pele em contato com as membranas contendo CLF s&o apresentados na FIG 22-111. Como pode-se
observar a 0 aumento do sinal fotoacustico foi mais significativo para epiderme do que para a derme
mostrando uma baixa capacidade de permeacdo do farmaco, encontrando-se preferencialmente na parte
mais superficial da pele.

Ainda com relacdo a epiderme para as membranas ndo reticulada e reticulada com GLA,
o sinal obtido em 1h e 6h na regido do farmaco ndo apresentou diferenca mostrando uma maior
capacidade de difusdo do CLF para estas membranas. Na membrana reticulada com CA o0s sinais
obtidos em 6h sdo significativamente mais intensos que os de 1h, indicando uma demora na capacidade
de difuséo do CLF. Esta difusdo mais lenta pode estar associada a reticulagdo com o CA tornar a fibra
mais rigida mantendo o farmaco mais fortemente aprisionado na cadeia polimérica. A FIG. 22-I1
apresenta 0s espectros normalizados para a derme, embora o0 aumento do sinal ndo seja significativo o
deslocamento dos espectros indicam que possivelmente uma quantidade do CLF tenham atingido a
derme. Entretanto a baixa capacidade de permeacdo do farmaco CLF na pele ndo é uma caracteristica
significativa para a membrana, uma vez que se deseja a atividade antimicrobiana local aplicada sobre o

ferimento.
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Figura 22: | — Espectros de fotoacUstica das membranas contendo o farmaco. Il — Espectros de
fotoacustica normalizados para derme, A - (PVA/CA+CLF); B - (PVA+CLF); C -
(PVA/GLA+CLF). 111 — Espectros de fotoacustica para a permeacdo na epiderme e derme, a) —
(PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de cloranfenicol; b) — (PVA/GLA)+CLF
membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de cloranfenicol; ¢) — (PVA/CA)+CLF
reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.

7.14 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana das fibras eletrofiadas foram estudadas contra as cepas S.
aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa. Conforme os resultados apresentados para 0s ensaios de
difusdo de disco FIG. 23-1l, observa-se que as membranas contendo CLF apresentaram zonas claras ao
redor do disco indicando eficiéncia na inibigdo das bactérias. Este fato confirma que a atividade ocorre

exclusivamente pela presenca do farmaco uma vez que as membranas sem CLF ndo apresentaram
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atividade inibitéria [107]. O tamanho do halo de inibicdo depende da capacidade de difusdo do farmaco
podendo ser influenciada pelo mecanismo de liberagcdo [94]. Assim para as membranas contendo CLF
0 halo de inibicdo em uma mesma bactéria ndo apresentou diferenca significativa segundo teste de
Tukey.

Esta observacdo corrobora com o perfil de liberacdo in-vitro, em que nao foi observado
diferenca no mecanismo de liberacdo do farmaco entre as membranas. Os halos de inibicdo das
membranas foram superiores aos obtidos para disco padrdo de CLF 30 ug FIG. 23-1, possivelmente
devido a imobilizacdo e amorfizagdo do farmaco na superficie da matriz polimérica hidrofilica que
facilita a difusdo do CLF. A atividade antibacteriana do CLF estd associada a sua capacidade de
difusdo pela parede celular bacteriana, resultando atividades diferentes para bactérias Gam positivas e
Gram negativas devido a composigdo da parede celular. O CLF se liga reversivelmente a subunidade
ribossdmica bacteriana 50S parando a sintese proteica inibindo a atividade peptidil transferase do

ribossomo bacteriano promovendo sua morte [67,79].

D Bactéria Bactéria morta

(PVA/CA)+CLF

S. aureus

Halo de inibi¢ao obtidos do ensaio de difusdao em disco.

<
0
Microrganismo CLF (PVA)+CLF (PVA/GLA)*CLF __ (PVA/CA)+CLF g
i
S. aureus 16,25+ 722™ 26,334 32148 31,33+ 1,150 2533+ 0,57™ g
o
S. epidermidis 29,50+ 1,009 36,33 +1,15® 38,66 £ 1,52® 36,33+ 0,57®
P. aeruginosa 16,33+ 7,500  32,33+2,51® 30,00 £ 1,73® 28,66 % 0,57(B)

S. epidermidis

Figura 23: | — Halo de inibigdo em (mm) e desvio padrdo; CLF disco padrao de cloranfenicol 30 pg;
para um mesmo microrganismo letras iguais em sobrescrito indicam que as medias ndo diferem
estatisticamente com 95% de confianga pelo teste de Tukey. Il — Ensaio de difusdo de disco para os
microrganismos utilizados, (PVA)+CLF membrana de alcool polivinilico e 10% (m/m) de
cloranfenicol; (PVA/GLA)+CLF membrana de PVA reticulado com glutaraldeido e 10% (m/m) de
cloranfenicol; (PVA/CA)+CLF reticulado com &cido citrico e 10% (m/m) de cloranfenicol.
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8 CONCLUSAO

A técnica de eletrofiagdo mostrou-se eficaz na obtengdo de nanofibras de alcool
poli(vinilico) (PVA) contendo o antibi6tico cloranfenicol obtendo fibra lisas e uniformes. As anélises
de caracterizacdo mostraram a eficdcia do &cido citrico como agente reticulante, melhorando a
estabilidade em &gua das membranas como também proporcionando melhor estabilidade térmica e
diminui¢do do didmetro médio das fibras devido a uma melhora na eletrofiabilidade da solucéo. A
reticulacdo como vapor de glutaraldeido mostrou-se um método ineficaz para a membranas de PVA
eletrofiadas, ndo sendo capaz de manter as caracteristicas de fibra ap6s o contato com meio aquoso.

Todas as membranas obtidas apresentaram hemocompatibilidade adequada para a
aplicacdo em dispositivos médicos, aléem de serem capazes de coagular o sangue possibilitando o
estancamento de sangramentos.

As membranas apresentaram o mesmo perfil de liberacdo de farmaco seguindo o modelo
de Weibull para sistemas matriciais 3 dimensionais com liberacdo de estouro nos primeiros 30 min.
Ainda na liberacéo a reticulagdo promoveu uma diminuicdo na capacidade maxima liberada, indicando
que grau de reticulacdo influencia diretamente na liberacdo mantendo as moléculas de farmaco mais
aprisionadas na matriz polimérica.

As propriedades antimicrobianas apresentadas pelas membranas sdo exclusivamente
devido a presenca do antibiotico cloranfenicol, visto que as fibras sem farmaco néo apresentaram halo
de inibicdo no ensaio de difusdo de disco, sendo esses halos superiores ao disco padréo de cloranfenicol
indicando que a membrana eletrofiada auxilia na difusdo do farmaco.

Portanto os resultados deste trabalho demonstram que as membranas de PVA reticuladas
com CA contendo o antibiético CLF, trata-se de um material promissor para aplicacfes biomédicas.
Apresentando estabilidade em agua capaz de manter sua estrutura fibrosa com capacidade de inchago

importante para absorcéo de exsudato, hemocompatibilidade e atividade antimicrobiana.
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