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RESUMO

O tratamento de feridas causadas pelas ulceras arteriais pode ser realizado cirurgicamente,
com a restauracdo do suprimento sanguineo e com a utilizagdo de curativos e agentes
topicos. Um dos sintomas mais reportados pelos pacientes € o stress resultante da dor,
capaz de prejudicar atividades simples do cotidiano. As metodologias tradicionalmente
empregadas nao sao capazes de suprir todas as necessidades da ferida. Neste contexto, a
técnica de eletrofiacdo, tem sido alvo de muitas pesquisas. O processo € capaz de produzir
curativos com estrutura nanofibrosa que atende requisitos fisico-quimicos, morfoldgicos
e biologicos. Sua estrutura em rede tridimensional, junto a possibilidade de combinar
polimeros constitui uma vantagem frente os métodos comercialmente aplicados. O
presente trabalho tem por objetivo desenvolver e analisar as propriedades de membranas
eletrofiadas constituidas por uma blenda polimérica obtida com o poli (4cido lactico-co-
acido glicélico) (PLGA) e o poli (6xido de etileno) (PEO). E sugerido a incorporagio do
farmaco analgésico de ibuprofeno (IBU) para reduzir o desconforto resultante da dor. As
membranas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), area de
superficie pelo método BET, porosidade percentual, angulo de contato, espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) e intumescimento percentual. Fibras uniformes e ausentes de defeitos do tipo
beads foram obtidas a partir da eletrofiacdo das formulacdes trabalhadas sem e com a
incorporagdo de 5 %m do fairmaco em relacdo a matriz polimérica, bem como com
diferentes fragdes massicas de PEO em relagdo ao PLGA, sendo elas (70:30, 50:50 e
30:70). As membranas apresentaram microestrutura similar 8 MEC para a adesao celular,
em rede tridimensional, com elevada area de superficie e porosidade percentual aceitavel
entre 60 e 80 %. A incorporagdo do PEO causou decréscimo abrupto no angulo de contato
na grande maioria das amostras, indicando comportamento hidrofilico para as blendas. A
adicdo de PEO e a incorporagdo de IBU ao polimero de PLGA elevou o grau de
cristalinidade em 10 a 20 %. Dentre as composi¢des avaliadas, a membrana de
PLGA/PEO(50:50) IBU com didmetro médio das fibras em 621 + 132 nm, porosidade
em 67,88 %, angulo de contato de 11 £ 1 °, T; e Tr de 49 °C e 160 °C, percentual de
intumescimento em 519 + 50 para 30 segundos e cinética de liberagdo praticamente

estavel ao longo do tempo, exibiu propriedades mais satisfatorias.

Palavras-chave: Eletrofiacdo, Ulceras arteriais, Curativo analgésico, Blenda polimérica,

Ibuprofeno.






ABSTRACT

The healing treatment of wounds caused by arterial ulcers can be performed cirugically,
with the restoration of blood supply and with the utilization of dressings and topic agents.
One of the most reported symptoms by patients it is the stress resulting from pain, able to
disrupt simple daily activities. Traditional methodologies aaplied are not able to supply
all wound needs. In this context, electrospinning technique, have been aim of several
research. The process is able to produce dressings with nanofiber structure that cumply
physicochemical, morphological and biological requirements. Its structure in a three
dimensional network, next to the possibility of combining polymers, constitutes a great
advantage among comercial methods applied. The present work aims to develop and
analyse electrospun mats properties constituted by a polymeric blend obtained with poly
(lactid acid — co — glycolic acid) (PLGA) and poly (ethylene oxide) (PEO). It is suggested
the incorporation of the analgesic drug ibuprofen (IBU) in order to reduce disconfort
caused by pain. The electrospun mats were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), surface area from BET method, percentual porosity, contact angle,
infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR), differential scanning calorimetry
(DSC) and percentual swelling. Uniform, deffect-free fibers were obtained from the
worked formulations electrospun, with and without the incorporation of 5 %m of the drug
in relation to the polymeric matrix, as well as, with different mass fractions of PEO in
relation to PLGA, such as (70:30, 50:50 and 30:70). The membranes presented adequate
microstructure for celular adhesion in a three dimensional network, with high surface area
and percentual porosity acceptable between 60 and 80 %. The incorporation of PEO
caused an abrupt decrease in the contact angle, on most of samples, indicating hydrophilic
behaviour of the blends. Accordingly to infrared curves it was possible to observe the
absorption bands from the carbonil, esther and metil groups of the respectives polymers.
The PEO addition and the IBU incorporation to PLGA polymer, increased the cristallinity
degree in 10 to 20 %. Among all compositions evaluated, the PLGA/PEO(50:50) IBU
mat with medium diameter of the fiber about 621 £ 132 nm, porosity of 67,88 %, contact
angle at 11 + 1 °, T and T around 49 °C e 160 °C, swelling percentage of 519 + 50 for
30 seconds and release knetics practically stable through the time, displayed more

satisfactory properties to be used in the proposed applicaton.

Key-words: Electrospinning, Arterial ulcers, Analgesic dressing, Polymeric blend,

Ibuprofen.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Configuragdo experimental do processo de eletrofiagdo com coletor fixo;
(Desenvolvido pelo autor); (a) Micrografia de fibras aleatorias de PLGA (11 %m)
(BASHUR et al.; 2000). ..cccueiuiiiiieiiiieiieieeiesieeteete ettt sttt st 38
Figura 2. Coletor rotatdrio e microestrutura resultante de uma membrana de PLGA (11
m%); (Desenvolvido pelo autor); (a) Micrografia de fibras orientadas de PLGA (11 m%)
(BASHUR et al.; 2000). ..cocveiiiiiieiiiieriieieeiesteeteee ettt sttt st 39
Figura 3. Forca eletrostatica envolvida na formagdo do cone de Taylor durante a
aplicagcdo de um campo elétrico no inicio do processo de eletrofiacao (LIMA, 2013).. 39
Figura 4 Mecanismo de eletrofiacdo coaxial. Adaptado de (YOON et al., 2018a)....... 40
Figura 5. Microestrutura das amostras eletrofiadas de PLGA com DMF/THF. (a, b, c)
s30 as amostras de 50000 — 70000 g.mol! com concentragdes de 10, 20 e 30 %m/v; (d, e,
f) sdo as amostras de 120000 — 190000 g.mol™! também com as concentra¢des de 10, 20
€ 30 Yom/v. (LIU, X. et al., 2017). c.eieieiieiee e 42
Figura 6. Fendmeno de eletropulverizagdo (BERA, 2016). .....ccoovvievienieeiieieeieenee. 44
Figura 7. Gréfico do diametro médio das fibras com o aumento da tensdo aplicada de
fibras de PVDF produzidas com trés diferentes sistemas de eletrofiacdo. Adaptado de (LI
(<11 B ) 1) T ST 45
Figura 8. Diagrama esquematico da formagdo de poros na superficie das fibras
eletrofiadas. Adaptado de (HAIDER et al., 2018)....ccccceeviieeiiiieiiiieeiieeeiee e, 47
Figura 9. Teste de angulo de contato com as membranas de PLGA e PLGA/ALG (4 %m).
Adaptado de (LIU et al., 2018)....cciuiiiiieiieeieeiieeee et 54
Figura 10. Imagens de feridas nas pernas causadas pela ulcera arterial; (a) ferida em seus

primeiros estagios (SANCHEZ; PARTSCH, 2017); (b) ferida necrosada (DISSEMOND

€1 AL, 2018). ettt ettt et eaeenees 56
Figura 11. Cinco estagios do processo de cicatrizacdo de uma ferida. Adaptado de
(REZVANI GHOML,, 2019) e (ZAHEDI et al., 2010). ..ccccooevvieriiiiiiinienecieniericeens 57
Figura 12 Fluxograma esquematico apresentando as defini¢des de biopolimeros de
acordo com a abordagem de (NIAOUNAKIS, 2015). wocooeieeiiieeieeeieecee e, 60
Figura 13. Representacdo da estrutura quimica dos mondémeros de (a) LA, (b) GA e (¢)
PLGA (GENTILE et al., 2014b). ..cceoiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 66
Figura 14 Representacao da estrutura quimica da unidade de repeticdo do PEO. ........ 67

Figura 15. Estrutura quimica do Ibuprofeno. Adaptado de JIANG et al., (2004)......... 69



Figura 16 Histologia de tecidos musculares feridos..........cccccvvevviieeeciieencie e, 71

Figura 17. Espuma de Biatain-Ibu a) no momento da inser¢ao a ferida; b) apds absor¢ao

do exsudato da ferida. (KIRBY, 2008)........cccoiiiiiiieiiieeieeeeee e e 71
Figura 18 Curativos de PU (a) Tegarm™; (b) Opsite. .......ccovveveveeeeeeeeeeeeeeeeenns 72
Figura 19 Reepitelizacio da ferida com o curativo Biobrane™, (a) dia 0; (b) dia 6; (c)
dia 9 (WEE CHEAH; CHONG; TAN, 2014). w.ooiiiiiiieieeieneeeeeeeeeee e 72
Figura 20 Dermagraft® como recebido do pacote (MARSTON, 2004)..........ccceeueeee. 73

Figura 21 Representacdo esquematica do processo de preparacao das solugdes
poliméricas de PLGA, PLGA IBU, PLGA/PEO, PLGA/PEO_IBU. Desenvolvido pelo
AUTOT. 1ottt ettt e ettt e bt e e bt e ettt e ettt e ettt e eab et ettt e bb e st e s bt e snee s 75
Figura 22 Micrografias de MEV das membranas eletrofiadas de PLGA puro e
PLGA IBU, bem como, PLGA/PEO e PLGA/PEO_IBU com diferentes fragdes massicas
de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70), tensao elétrica de 18 kV, vazao de alimentagdo de

1 mL.h"! e distAncia agulha/coletor de 25 CML. ........ccoueveveeieceeeereeeeceeee e, 81
Figura 23 Histogramas com a distribui¢do do didmetro das fibras. ..........c.ccecevvenneenee. 82
Figura 24 Ilustracdo das interfaces do angulo de contato (0)..........ccccceeviriiienienieennnn. 85

Figura 25 Imagens tiradas pelo Gonidometro na analise de angulo de contato com as
respectivas medidas de angulo obtidas pelo software ImagelJ.........c..cccoevvieivenieennnnen. 86
Figura 26 Angulo de Contato das membranas eletrofiadas. ..............coocovevvvrvereennnne. 87
Figura 27 Espectro de FTIR das membranas eletrofiadas de PEO, PLGA e PLGA
contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU
com diferentes fragdes massicas de PLGA/PEO (30:70, 50:50 € 70:30). ....ccceveuvennnee. 88
Figura 28 Curvas do primeiro aquecimento de DSC das membranas eletrofiadas de
PLGA e PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo
5 %m de IBU com diferentes fra¢cdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70).91
Figura 29 Curvas do resfriamento de DSC das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA
contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU
com diferentes fragdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 € 30:70). ....ccceevveennneen. 91
Figura 30 Curvas do segundo aquecimento de DSC das membranas eletrofiadas de
PLGA e PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo
5 %m de IBU com diferentes fragdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70).

Figura 31 Intumescimento das membranas de PLGA e PLGA contendo 5 %m de IBU,
bem como PLGA/PEO e¢ PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes fracdes



massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70) utilizando 4gua destilada (Vol =5 mL)
COM tEMPO A€ 30 S..uviiiiieiiieiie ettt ettt ettt e et e e e et e et e e sbeesnbeenseesnbeesaeeenbeennnes 93
Figura 32 Curva de calibragdo para o Ibuprofeno (IBU). .......cccevvieciiiniiiiieniieieenen. 94
Figura 33 Cinética de liberagao do farmaco analgésico de IBU para as amostras de PLGA
contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes
fragdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 € 30:70).....ccovieeiieeerieeeieeeeiee e 95






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tensao superficial de solu¢des de PHBV/PEO com diferentes solventes e

respectivo didmetro das fibras eletrofiadas. Adaptada de (XU et al., 2017). ................. 43
Tabela 2 Requisitos desejados para um curativo ideal (BIANCHERA et al., 2020). ... 51
Tabela 3. Sistemas eletrofiados com biopolimeros para aplicagcdes biomédicas........... 64
Tabela 4 Propriedades dos solventes utilizados neste estudo. ..........ccceeeevveerveeerveeennnen. 74

Tabela 5 Diametro das fibras das membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA IBU,
bem como, PLGA/PEO e PLGA/PEO IBU com diferentes fragdes madssicas de
PLGA/PEO (70:30, 50:50 € 30:70). 1ueeeueeiieieeeieieeieeieeie ettt 83
Tabela 6 Area de superficie, volume de poros e porosidade percentual das membranas
eletrofiadas de PLGA puro ¢ PLGA IBU, bem como, PLGA/PEO ¢ PLGA/PEO_IBU
com diferentes fragcdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 € 30:70). ....c.ccoveenveenee. 84
Tabela 7 Bandas de absorc¢ao do infravermelho observadas nos Espectro de FTIR. .... 88
Tabela 8 Resultados extraidos do segundo aquecimento de DSC das membranas de
PLGA e PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO ¢ PLGA/PEO contendo
5 %m de IBU com diferentes fracdes massicas de PLGA/PEO (30:70, 50:50 e 70:30).92






AH
ALG
BET
BJH

C
CHL
CIP
CIP
CipHCl
Cloran
CcO
CS
Cur
DBSA
DCE
DCM
DEX
DMF
DSC
EQA
EtOH
FDA

FTIR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
Acido hialurénico
Alginato de sodio
Brunauer, Emmet e Teller
Barret, Joymer e Halenda
Carbono
Cloroférmio
Ciprofloxacina
Ciprofloxacina
Ciprofloxacina Acido cloridrico
Cloranfenicol
Oxido de Cério
Quitosana
Curcumina
Acido dodecil benzeno sulfonico
Dicloroetano
Diclorometano
Dexpantenol
Dimetil formamida
Calorimetria Exploratoria Diferencial
Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos
Etanol
Food and Drug Administration

Infravermelho por Transformada de Fourier



GA
GBR
GO

GT

IBU
LA
LabMat
LCME
LTE
MCE-7
MEC
MEV
Mseca
Mt
Miimida
NaAlg
NC
NPsZnO
NTCs

0

Grafeno

Acido Glicélico

Guided boné regeneration

Oxido de grafeno

Goma tragacanta

Hidrogénio

Cétion de Hidrogénio

Hidroxiapatita

Ibuprofeno

Acido lactico

Laboratorio de Materiais

Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica
Laboratorio de Analises Térmicas e Espectroscopia
C¢lulas de carcinoma de mama humano
Matriz extra-celular

Microscopia Eletronica de Varredura
Massa inicial da amostra seca
Montmorilonita

Massa final da amostra imida

Alginato de sodio

Quitosana nanofibrilada

Nanoparticulas de 6xido de zinco
Nanotubos de carbono

Oxigénio



P

PAI1l
PAni
PBS
PCL
PEG
PEO
PGA-y
PHAs
PHBV
PLA
PLGA
PLLA
PMMA
POLICOM
PPy
PU
PVA
PVDF
Pw
RG750
RG755
rhbFGF

rhEGF

Fosforo

Poliamida 11

Polianilina

Polibutileno succinato

Poli caprolactona

Poli (etileno glicol)

Poli (6xido de etileno)

Poli (4cido glutdmico —v)
Polihidroxialcanoatos

Poli (3-hidroxibutirano-co-3-hidroxivalerato)
Poli (acido lactico)

Poli (acido lactico-co-acido glicdlico)
Poli (L-acido lactico)

Poli (metilmetracrilato)

Laboratorio de Polimeros e Compositos
Polipirrol

Poliuretano

Poli (vinil alcool)

Poli (fluoreto de vinilideno)

Pressao de vapor d’agua

Nomenclatura de amostra
Nomenclatura de amostra

Fator de crescimento fibroblastos basicos humano recombinante

Fator de crescimento epidérmico humano recombinante



SB NaHCOs3

SD Sessile drop

SF Fibroina de seda

T Temperatura de cristalizagao
Tr Temperatura de fusdo

T Temperatura de transi¢do vitrea
THF Tetrahidrofurano

TPP Pirofosfato de tiamina

TPU Poliuretano termoplastico
UFSC Universidade Federal de Santa Catarina
Uuv Ultra-violeta

Xe Grau de cristalinidade

BTCP B-fosfato tricélcico

AH. Entalpia de cristalizagao

AH¢ Entalpia de fusdo

o

AHs Entalpia de cristalizag¢@o de polimero teoricamente 100 % cristalino






LISTA DE SIMBOLOS

% m/v Fracdo massa por volume
% p/v Fragdo peso por volume

% Porcentagem

%m Fragdo massica

~ Aproximadamente

uL MicroLitro

um Micrometro

uS.cm Microsimen por centimetro
cm Centimetro

cm’! Centimetro a menos 1
dL.g"! DeciLitro por grama

E Campo elétrico

g.mol! Grama por mol

h Hora

Jg! Joule por grama

K Kelvin

kDa Quilodalton

kV Quilovolts

m2.g’! Metro quadrado por grama
mg.cm™ Miligrama por centimetro quadrado
min Minuto

mL MiliLitro

mL.h! MiliLitro por hora



mL.min"! MiliLitro por minuto

mN.m! MiliNewton por metro
nm Nanometro

° Graus

°C Graus Celsius

°C.min"! Graus Celsius por minuto
rpm Rotacdo por minuto

Vv Tensao elétrica






1.

SUMARIO

INEEOAUGAO. ...t et e e et e e e e etaa e e e e earaeeeeennns 34
| B © ] o) <15 4oL USSR 37
L.1.1 ODJEtivVo GEIal ..cevieiieiiieiieciieeieeee ettt 37
1.1.2 ODbjJetivos €SPECITICOS ....eervieruiieiieeiiieiieeieeriee ettt e ereeseeeereesaeeebeeseneesaens 37
ReviSA0 DIDIIOGIATICA. ... .ccvieiiieiieiecece e 38
2.1  Processo de eletroflaca..........cooviuiiieieiiiiiieeiiiee e 38
2.1.1 Parametros da SOIUGAO ........ccuviiiiiiiiiei e 41
2.1.2  Parametros dO PrOCESSO .....cccviierurieeriiieeiieeeitieeeireeereeesseeesreeessseeessseeennns 44
2.1.3  Parametros ambientais..........cecerierierierieniieie e 46
2,14 APIICAGOES .ottt ettt ettt ettt ettt et e e sbeennaeenbaen 47
2.2 Perspectivas para o tratamento de feridas..........cccecvevviievieniiiiiienieeeeie s 50
2.2.1 Fibras eletrofiadas como curativos para cicatrizagao de feridas .............. 52
2.3 Tratamento de feridas causadas pelas Ulceras arteriais..............ccococovvveeunenns 55
2.3.1 Sintomas e caracteristicas da ferida...........ccoooeeeiiiiiiiiiniiiee e 56
2.3.2  Processo de CICAtrIZAGAD ........ccecuviieeeeiiiieeeeeireeeeeeeee e et eeeaee e e e eeaaee e 57
2.4 BIOPOIIMETOS. ....viiiiieiiiiiieeiieeiee ettt ettt eeve e teeebeessaessseesaseesseensnesnsaens 59
2.4.1  Biopolimeros como agentes de CiCatriZagao........c.eevveerveerreereeesreenveenneens 61
2.4.2  Blendas de biopolimeros ..........cccveeriieeiiieeiiieeieecie e 62
243 Blendade PLGA @ PEO ....cccuiiiiiiiiiee e 68
2.5  Tbuprofeno (IBU) ......c.ooiiiiiiiiiieiee e e 69
2.6  Curativos ativos comercialmente diSpOnivels........coceevueeuerienenieeneenieeieneene. 72
Materiais € MetOdOlOZIa .......ccccuiiiiiiieiiiie e e 74
31 IMIAEETIALS .eentieiiieiieeite ettt ettt ettt et sht e et 74
3.2 MetodOLOZIA ... .oeiieiieeiiieeiie ettt 74
3.2.1  Preparagdo das solugoes pOlImMEriCas. ......cccevverernuerieneenierienieeneeeeeieene 74
3.2.2  Eletrofiacdo do PLGA, PLGA IBU, PLGA/PEO e PLGA/PEO IBU.... 76
3.3 CArACLETIZAGOECS ....ccvvveeeeeiieeeeeetreeeeeeteeeeeeeteeeeeeeaaeeeeetreeeeeetaeeeeeesreeeseisreeeeans 76
3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) .....ccooviiiiiiiiiiiiiieeee 76
3.3.2  Area de Superficie especifica pelo método BET ........c.cooueueeeureeeeeeneann. 76
3.3.3  POroSidade .....cooueiiiiiiiiiiie e 77
3.3.1  Andlise de angulo de contato.........cccveeruieeriiieeriieeeiie e 77

3.3.2  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)... 77
3.3.3  Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).......ccccoevveviiiiieniiiiieee 77



3.3.4  Capacidade de absor¢ao (Intumescimento) .........cccccveeerveeerveeenieeennveennne 78

3.3.5  Ensaio de lIDEragao........cceeevuiiieiiieeiieeciie et 78

4. Resultados € DISCUSSOES.......eeruiiriieriieeieeiieeieeieeeteetteereeteesereebeessreeseessaeenseenenas 80
4.1  Microestrutura das membranas eletrofiadas ............ccoeeevieeiiienieeiienieeeeen. 80
42  Area de superficie € poroSidade..............oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
4.3  Molhabilidade das membranas eletrofiadas............ccceeecveeeviieenciieeciieeiee e, 84
4.4  Espectroscopia no Infravermelho por transformada de fourier ....................... 87
4.5  Calorimetria exploratoria diferencial............cccoeeieriiiiiieniieiieieciee e, 89
4.6 Ensaio de INtUMESCIMENTO .....ccuveevieeiieiieeieeiieeieenieeereeseeeereeseneeseesaneenseesenes 92
4.7  Cinética de lIDETaGA0........eceiviieeiiieciie ettt et 93

B T 0033 1o] L 1T OSSP 96
5.1  Sugestdes para trabalhos fUtUTOS........cccueriiriiiiiniiiniiiccccecceceee 98
6.  RETCIENCIAS .. .viiiiiiecie e et e e e e e e et e e e eab e e enaeas 99
APCNAICE A ..ottt et e e e e e et e e et e e et e e sab e e e s b e e e eabeeenabeeeraeeenaeeans 118

APENAICE B ... e e et e e e aaeeeaaeeen 122



34

1. INTRODUCAO

Ulceras de perna, como sdo conhecidas popularmente, sdo condi¢des dolorosas, que
afetam em torno de 1 a 2% da populagdo mundial. Uma doenga cronica a qual 48 até 90%
dos pacientes sofrem com dores extremas. Dentre as Ulceras ocasionadas em membros
inferiores, 22% estdo associadas com doencas arteriais (CLOSS et al., 2008). As ulceras
arteriais ocorrem devido a isquemia tecidual grave e podem ocasionar a perda potencial
do membro afetado, isto pois, sdo lesdes resistentes e podem progredir rapidamente a
infecgcdes invasivas (DOUGHTY, 2016). A oclusdo ¢é decorrente de doencgas
ateroscleroticas, logo, os principais fatores de risco sdao tabagismo, diabetes,
hiperlipidemia e hipertensdo (GREER et al., 2012).

Diversos produtos tém sido empregados para o tratamento destas feridas cronicas,
como gazes (BARANOSKI, 2008) (VENKATRAJA et al.,, 2013), hidrocoldides
(HEYNEMAN et al., 2008) (DHIVYA et al., 2015), hidrogéis (FAN et al., 2016)
(WIEGAND et al., 2009), espumas (JORGENSEN et al., 2006) e enxertos (DUAN et al.,
2006). Entretanto, nenhum ¢é capaz de suprir todas as necessidades terapéutipas
(BIANCHERA et al., 2020). Os tratamentos devem incluir o uso de curativos capazes de
reter a umidade no leito da ferida e terapias topicas a fim de acelerar o processo de
cicatrizacdo e reduzir a dor (POWERS et al., 2016). De modo geral, quando realizado
com eficacia, 5 fases podem ser observadas durante o tratamento, sdo elas: hemostasia,
inflamacao, migracao, proliferacao e maturacao (ZAHEDI et al., 2010) (MA et al., 2019).

Idealmente o material a ser utilizado como curativo, deve ser hidrofilico e ter contato
direto com o tecido lesionado, além de conter propriedades antibacterianas e
antimicrobianas, ser permedvel a agua e aos gases, fornecer protegdo mecanica, ter
capacidade absorptiva de exsudato e apresentar biocompatibilidade e biodegradabilidade
(SOFT et al., 2019) (BIANCHERA et al., 2020). Membranas nanofibrosas produzidas via
eletrofiagdo com a incorporacdo de um farmaco sdo potenciais candidatas a aplicagdo
como curativos de cicatrizagdo, devido sua elevada area de superficie e porosidade entre
60 a 90%, que facilita a liberagdo sustendada da formulagdo e a prolifera¢do celular
(AMBEKAR et al., 2019).

KHOSHNEVISAN et al., (2018) produziram nanofibras eletrofiadas de acetato de
celulose, incorporadas com agentes antimicrobianos, antibactericida, antioxidantes e
agentes sitematicos. Os resultados demonstraram que as nanofibras de acetato de celulose

apresentam eficacia para aplicagdo como sistemas de liberacdo de farmacos,
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especialmente como adesivos transdérmicos ou curativos para feridas. KATTI et al.,
(2004) reportaram a eletrofiagdo de nanofibras de poli (acido lactico-co-acido glicdlico)
(PLGA) com antibiotico (como a cefazolina). Foi concluida a eficacia do sistema como
administrador de antibioticos para o tratamento de feridas. RANJBAR-MOHAMMADI
et al., (2016) desenvolveram nanofibras de poli (e-caprolactona) (PCL)/goma tragacanta
(GT) carregadas com curcumina (Cur) (PCL/GT/Cur) para cicatrizagdo de feridas em
ratos diabéticos. Os scaffolds nanofibrosos produzidos no estudo causou fechamento
rapido da ferida com tecido de granulacdo formado apds 15 dias, dominado pela
proliferacao de fibroblastos, deposicdo de colageno, regeneragdo da camada epitelial
completa e formacao de glandulas sudoriparas e foliculos capilares.

Dentro desse contexto, o presente estudo objetiva desenvolver membranas
eletrofiadas nanofibrosas da blenda polimérica composta por Poli(acido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA) e Polidxido de etileno (PEO), com a incorporagdo do farmaco
analgésico de Ibuprofeno (IBU), para ser aplicada como curativo para o tratamento de
feridas ocasionadas pelas ulceras arteriais. O PLGA apresenta-se como um polimero
apropriado para a aplicacdo proposta, pois ¢ um polimero sintético biocompativel,
biodegradavel e bioreabsorvivel, sendo aprovado para aplicacdes biomédicas pela Food
and Drug Administration (FDA). A versatilidade em propriedades fisico-quimicas e
mecanicas, provém principalmente da manipulacdo de trés fatores: proporcao de seus
monoémeros 4cido lactico (LA) e 4&cido glicdlico (GA) (LA/GA), composiciao
estereoisomérica do &cido lactico L ou DL (mistura racémica) e massa molar.

No entanto, o PLGA apresenta comportamento hidrofébico, sendo esta uma
limitag¢do tendo em vista que o curativo precisa controlar a umidade ao redor da ferida e
ao mesmo tempo, eliminar o excesso de exusdato. Com o objetivo de superar essa
limitagdo, apresentada pelo PLGA, pesquisas tém sido realizadas para o desenvolvimento
de membranas eletrofiadas de blendas poliméricas. Para o presente contexto, seria viavel
a utilizagdo de uma blenda a fim de aumentar o percentual de intumescimento, ou seja as
propriedades hidrofilicas das nanofibras de PLGA. O PEO foi entdo selecionado para
atuar nesta composi¢do, por ser um polimero sintético, hidrofilico, solavel em dgua, com
propriedades favoraveis como biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndo toxicidade.
Além do mais, tém sido usado para diferentes aplicagdes biomédicas como engenharia de
tecidos cartilaginosos e curativos, e apresenta boas caracteristicas de formacao de fibras

para producao via técnica de eletrofiacdo.
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Ja o Ibuprofeno, foi selecionado uma vez que ele apresenta propriedades analgésicas
e antiiflamatorias e solubilidade nos mesmos solventes que os polimeros matriz. O
farmaco ¢ amplamente utilizado no tratamento de dor e inflamagdo com destaque para
reducdo do desconforto. Adiconalmente, com o desenvolvimento de uma cobertura
nanofibrosa a difusdo da substancia ativa podera ser facilitada, devido as caracteristicas
unicas da estrutura em rede tridimensional com elevada area de superficie e porosidade

acentuada.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver membranas eletrofiadas de PLGA/PEO_IBU, com microestrutura e
propriedades fisico-quimicas, apropriadas para aplicagdo como curativo de feridas

ocasionadas pelas tlceras arterais.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a microestrutura, area de superficie e porosidade das membranas
eletrofiadas de PLGA, PLGA IBU, PLGA/PEO e PLGA/PEO IBU com
diferentes fracdes massicas dos polimeros matriz de modo a observar se as
nanofibras produzidas apresentam propriedades para a aplicagdo como cobertores
analgésicos;

e Analisar através de curvas de calorimetria exploratdria diferencial a influéncia da
incorpora¢do do farmaco analgésico de Ibuprofeno e¢ da adicdo do polimero
hidrofilico de PEO nas temperaturas de transi¢ao e na cristalinidade do PLGA;

e Verificar a influéncia da incorpora¢do do farmaco analgésico de Ibuprofeno no
diametro das fibras a fim de observar se houve encasulamento de particula nas
nanofibras eletrofiadas;

e Investigar as interagdes quimicas entre os compostos presentes nos sistemas com e
sem a incorporagdo do IBU, através de curvas de infravermelho;

e Verificar o potencial presente para utilizacdo das nanofibras eletrofiadas de
PLGA/PEO_IBU como curativos analgésicos de feridas ocasionadas pelas tlceras

arteriais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PROCESSO DE ELETROFIACAO

O primeiro relato sobre a influéncia de uma carga elétrica em uma gota de liquido,
remete ao século XVII. Ha cerca de 400 anos atras, William Gilbert atraiu uma gota de
dgua em uma superficie plana, utilizando uma pega de ambar, mantido a uma distancia
conhecida. A gota sofreu uma deformag¢do em forma conica no momento da atragdo
(TAYLOR, 1969). A técnica porém, como hoje ¢ conhecida, foi somente patenteada em
1934 pelo pesquisador FORMHALS, (1934), e a gota, atraida por Gilbert com a ajuda de
uma peca de ambar, teve seu significado mais explorado no fim da década de 60. Geoffrey
Ingram Taylor, a partir de investigagdes teoricas, determinou que um fluido condutor
pode existir em equilibrio na forma de um cone sob a influéncia de um campo eletrostatico
somente quando o angulo semivertical ¢ de 49,3 ° (TAYLOR, 1964), tal que a gota se
torna 1,85 vezes maior que o didmetro equatorial. Foi nomeado, “cone de Taylor” (BERA,
2016).

A Figura 1 mostra a configuragdo experimental do processo de eletrofiacdo. Os
principais constituintes de um dispositivo de eletrofiacdo sdo identificados como o
sistema de alimentagdo, o coletor e a fonte de alta tensdo (SYLVESTER et al., 2017).
Utilizando um coletor fixo (como o demonstrado pela Figura 1), as fibras orientam-se
aleatoriamente (microestrutura na imagem (a) da Figura 1). Outro coletor também muito
utilizado € o rotatorio (Figura 2), que possibilita obtencdo de fibras alinhadas em uma
direcdo preferencial (microestrutura na imagem (a) da Figura 2) (BASHUR et al., 2006).

Figura 1 Configuracdo experimental do processo de eletrofiagdo com coletor fixo;

(Desenvolvido pelo autor); (a) Micrografia de fibras aleatorias de PLGA (11 %m) (BASHUR et
al., 2006).
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Figura 2. Coletor rotatdrio e microestrutura resultante de uma membrana de PLGA (11 m%);
(Desenvolvido pelo autor); (a) Micrografia de fibras orientadas de PLGA (11 m%) (BASHUR
et al., 20006).

O processo inicia quando uma diferenga de potencial € aplicada sobre uma solugao
polimérica. As cargas elétricas, sdo mantidas pela tensdo superficial do fluido em uma
gota, no final de um tubo capilar (agulha) por um campo eletrostatico. Os ions carregados,
se movem em resposta ao campo aplicado em dire¢do a superficie do coletor com
polaridade oposta, como observado na Figura 3 (a). Na ponta da agulha, a gota pendente
toma a forma conica descrita por TAYLOR, (1964), Figura 3 (b) e (c).

Figura 3. Forga eletrostatica envolvida na formacdo do cone de Taylor durante a aplicagdo de
um campo elétrico no inicio do processo de eletrofiagao (LIMA, 2013).

(B)
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solucdo polimérica, um jato ¢ ejetado do cone de Taylor, e percorre uma distancia entre
aagulha e o coletor (o comprimento do jato), experimentando varias fases de instabilidade
de flexdo. Essa mesma instabilidade torna as fibras longas e reduz o seu didmetro,
normalmente de micrometros a nanometros (ASMATULU; S. KHAN, 2019).

A técnica de eletrofiagdo € hoje, o processo mais simples, direto e barato de produzir
fibras de tamanho micro a nanométrico com alta area de superficie, em um periodo curto

de tempo (ASMATULU; S. KHAN, 2019). A maioria dos polimeros sintéticos e de
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ocorréncia natural podem ser eletrofiados apos dissolugdo em solventes apropriados
(ASMATULU; S. KHAN, 2019).

Outro método de eletrofiacio que tem sido largamente estudado pelos
pesquisadores ¢ a eletrofiacdo coaxial, que foi introduzida pela primeira vez em 2002.
Neste método, dois materiais dissolvidos sdao alimentados independentemente através de
um capilar com duas agulhas concentricas, e empurrados sob uma tensao aplicada para
fabricar as nanofibras em estrutura “core-shell” (termo do inglés para casca-ntcleo), ou
seja, este desenvolvimento produz uma estrutura na qual um dos materiais ¢ cercado pelo
outro ou em que as particulas de um sao encapsuladas na matriz do outro (NAEIMIRAD
et al., 2018). Pela eletrofiagdo coaxial, ¢ possivel produzir nanofibras com diversas
microestruturas a partir de dois ou mais tipos de solugdes poliméricas, onde o polimero
usado como “core” fornece as caracteristicas fisicas desejadas, enquanto que o polimero
“shell” proporciona uma funcionalidade especifica para a fibra (NAEIMIRAD et al.,
2018). Sendo assim, ¢ possivel ndo somente utilizar materiais poliméricos, mas também
aqueles n3o poliméricos sem propriedades de formagdo de filamentos tais como,
ceramicas, Oxidos metalicos e materiais semicondutores, que neste caso ficam
encapsulados na matriz polimérica como particulas (NAEIMIRAD et al., 2018; YOON
et al., 2018a). Para obtengdo dessa nova microestrutura, a complexidade do processo ¢
maior, devido aos diversos parametros a serem controlados, incluindo agora aqueles
relacionados as propriedades interfaciais, como miscibilidade, compatibilidade, taxa de
fluxo de fluido core-shell e suas propor¢des (YOON et al., 2018b). A Figura 4 ilustra o

mecanismo de eletrofiacdo coaxial e a estrutura das fibras core-shell.

Figura 4 Mecanismo de eletrofiacdo coaxial. Adaptado de (YOON et al., 2018a).
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Conforme destacado por CASTRO, (2018) as fibras eletrofiadas podem apresentar
imperfeigdes caso a evaporacdo do solvente seja insuficiente. Os beads estdo entre os
defeitos mais comuns. Eles podem surgir, principalmente devido a baixa condutividade
da solugdo ou a baixa concentragdo polimérica, o que provoca o estiramento insuficiente
do jato polimérico, formando regides onde o didmetro das fibras ¢ aumentado.

O tamanho e microestrutura das nanofibras podem ser modificados alterando-se os
parametros da solugdo polimérica, os parametros ambientais como umidade e temperatura
e as condigdes operacionais, como tensao, distancia entre a agulha e o coletor e taxa de

alimentagdo (RIEGER et al., 2013).

2.1.1 Parametros da solucao

O primeiro requisito para fabricacdo de fibras estaveis e sem a presenca de
imperfei¢des como beads, via eletrofiagdo, ¢ ajustar as variaveis da solugdo polimérica
que alimentara o sistema. A viscosidade da solu¢do e a concentragao polimérica
determinam se o processo ocorrera de forma eficaz ou se as fibras serdo geradas
desuniformes e com defeitos (RIEGER et al., 2013). Além disso a tensao superficial ¢ a
condutividade também podem ser otimizadas, com a selecdo apropriada de diferentes

solventes e adicdo de sais a solug@o polimérica.

2.1.1.1 Viscosidade e concentracao

A viscosidade esta diretamente relacionada com a concentragdo e massa molar do
polimero. O aumento da viscosidade ocorre quando aumentam-se ambas, concentracgao e
massa molar, como investigado por LIU, X. et al., (2017), em estudos sobre a fungdo do
solvente e da sua composicdo em membranas eletrofiadas de PLGA. O trabalho aponta
uma comparagdo entre membranas com diferentes massas molares do polimero (50 kDa
— amostras nomeadas “RG755” e 100 kDa — amostras nomeadas “RG750”") além de trés
diferentes concentragdes do mesmo (10, 20 e 30 %m/v). As micrografias apresentadas na
Figura 5, correspondem as amostras utilizando dimetilformamida e tetrahidrofurano
(DMF/THF) como solventes.

As amotras com massa molar de 50 kDa (imagens a — ¢ da Figura 5) apresentaram
viscosidade abaixo da ideal, o que provoca insuficiente grau de emaranhamento das
cadeias poliméricas, levando a instabilidade do jato e consequente espalhamento

eletrostatico, por isso observa-se a formacdo de gotas, na imagem em (a), com
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concentragdo de 10 %m/v. Com o aumento da concentra¢do (Figura (b) e (c)),
respectivamente para 20 e 30 %m/v, foi possivel observar a formacao de fibras, porém,
ainda, com grande nimero de defeitos. Por sua vez, as amostras com massa molar de 100
kDa (Figura 5 (d) e (f)) estruturaram-se de maneira mais estavel, a primeira dentre as
imagens (d) ainda apresenta um numero elevado de defeitos, devido a menor
concentragdo polimérica, porém, com o aumento da mesma, e consequente aumento da
viscosidade, a presenga de defeitos em sua estrutura diminuiu devido ao maior tempo de
relaxagdo para as fibras. Este aumento estd relacionado com o aumento do grau de
emaranhamento das cadeias poliméricas em solucdo. Na imagem (f) ¢ possivel observar
fibras de PLGA livres de imperfeigdes.

Figura 5. Microestrutura das amostras eletrofiadas de PLGA com DMF/THF. (a, b, ¢) séo as
amostras de 50000 — 70000 g.mol™! com concentragdes de 10, 20 e 30 %m/v; (d, e, f) sdo as
amostras de 120000 — 190000 g.mol!' também com as concentragdes de 10, 20 € 30 %m/v.

~(LIU, X. et al., 2017).

Importante ressaltar o cuidado que se deve ter com o aumento da viscosidade
acima da concentragdo ideal, pois isto pode favorecer a formacao de fibras com maiores
diametros, devido ao longo tempo de relaxacdo, que dificulta a vazao de alimentagdo e o
estiramento do jato. Portanto, é interessante destacar que cada sistema polimero-solvente

tera sua concentragao ideal.

2.1.1.2 Tensao superficial

Algumas propriedades do solvente influenciam de forma significativa na
produtividade do processo de eletrofiacdo, na microestrutura das fibras formadas e na
distribuicao do didmetro das mesmas; sdo elas, constante dielétrica, ponto de ebulicdo,
viscosidade, condutividade e tensao superficial (XU et al., 2017). Destacando a tltima, a
tensdo superficial pode ser relacionada com a composic¢ao do solvente. De maneira geral,

altas tensdes de superficie provocam uma instabilidade no jato polimérico o que pode
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gerar goticulas na estrutura eletrofiada, enquanto que, baixas tensdes permitem a
formacao de fibras uniformes e em menores campos elétricos (DIZGE et al., 2019).

XU et al., (2017) testaram a influéncia de diferentes solventes (Cloroférmio
(CHL); Diclorometano (DCM); Diclorometano/Etanol (DCM/EtOH) e Etanol (EtOH))
na microestrutura de fibras eletrofiadas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e
poli(6xido de etileno) PHBV/PEO. Pela Tabela 1, ¢ possivel analisar a diferenca da
tensdo superficial alterando-se o solvente na composicdo da solucdo polimérica. Foi
reportado que, fibras homogéneas com didmetros menores (783 nm) e distribuicao estreita

foram preparadas com a dissolu¢do do PHBV/PEO em DCM/EtOH.

Tabela 1. Tens@o superficial de solu¢des de PHBV/PEO com diferentes solventes e respectivo
diametro das fibras eletrofiadas. Adaptada de (XU et al., 2017).

Amostra Tensio superficial (mN.m") Diametro das fibras (nm)
CHL 26,4+ 0,4 1983 +£424
DCM 27,4 +0,6 857 £ 365
DCM/EtOH 24,8 £0,4 783 £ 161

CHL: Cloroformio; DCM: Diclorometano; EtOH: Etanol.

2.1.1.3 Condutividade da solucio

A condutividade, como reportado por XU et al., (2017), também ¢ um fator
importante no processo de eletrofiagdo. Como o proprio processo requer a transferéncia
de cargas elétricas da agulha ao coletor aterrado, ¢ necessario um minimo de
condutividade para haver estiramento da solugao (CASTRO, 2018). Entretanto, a alta
condutividade das solugdes pode resultar em um aumento na carga superficial do jato
eletrofiado, enquanto for¢as de alongamento mais elevadas sdo impostas ao mesmo.

A condutividade pode ser influenciada pelo polimero e solvente, pela concentragado
polimérica e pela presenga de aditivos. MERLINI, (2014) reportou condutividade de 1
uS.cm™! para uma solucio de poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF), ocorrendo um aumento
para 240 uS.cm™ com a adigdo do polimero intrinsecamente condutor, polipirrol (PPy).
SCHIEFFERDECKER et al., (2019) em trabalho comparativo sobre membranas
eletrofiadas e densas de PVDF com um aditivo condutor nanoestruturado composto
também por PPy, reportou a reducdo no didmetro das fibras com o aumento da
condutividade i6nica da solu¢do, como uma consequéncia do maior alongamento das

fibras durante o processo.
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2.1.2 Parametros do processo

Os equipamentos de eletrofiacdo permitem o controle de parametros especificos
que influenciam diretamente o diametro médio, a homogeneidade e a disposicao das
fibras eletrofiadas (RIEGER et al., 2013). A tensdo e a vazao podem ser alteradas a fim
de permitir maior ou menor alongamento das fibras, o que pode facilitar a producao de
fibras mais finas e sem defeitos beads (RIEGER et al., 2013). A distancia entre a agulha
e o coletor precisa ser suficientemente alta para a evaporagao do solvente, mas proxima

o suficiente para permitir a microestrutura fibrosa desejada (GENG et al., 2005).

2.1.2.1 Tensao elétrica

Para entender o principio fundamental subjacente ao processo de eletrofiacao,
podemos considerar uma gota de carga esférica mantida no vacuo. A gota esta sob
influencia de duas forgas, a forga eletrostatica repulsiva e a tensdo superficial que se
esforca para manter a gota dentro de sua forma esférica. No equilibrio as duas forcas se
igualam completamente. Entretanto, com o sucessivo aumento da tensdo, a repulsdo
eletrostatica supera a tensdo superficial da solu¢do polimérica, levando a desintegracao
da gota e formagao de gotas menores. Esse fendmeno é conhecido por eletropulverizagao,
conforme ilustrado na Figura 6 (CASTRO, 2018) (LUZIO et al., 2014) (MERLINI,
2014) e (RIEGER et al., 2013).

Figura 6. Fenomeno de eletropulverizagdo (BERA, 2016).
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Quanto ao efeito provocado na microestrutura e configuragcdo das fibras diversos
resultados j& foram reportados. CHEN et al., (2019) concluiram em trabalho realizado
com fibras de PLGA, que o tipo de solvente ¢ a tensdo aplicada tiveram forte influencia
na distribui¢do do didmetro das fibras eletrofiadas. Quando a tensado aplicada foi superior
a 15 kV, a solucao de PLGA se encontrou sobrecarregada, o que provocou quebra da
estrutura em particulas pequenas, quando nao, formava fibras com didmetros maiores.
Por outro lado, LI et al., (2016) indicou em seus resultados, obtidos com membranas
eletrofiadas de poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF), que a medida que a tensao aplicada
aumentou, os didmetros médios das fibras reduziram, como mostra o grafico da Figura
7. Os resultados mostraram que, quanto maior a forca elétrica fornecida pelo sistema,
maior a for¢a que ajuda o jato da fibra a “chicotear”, levando a didmetros menores. Ja em
pesquisa realizada, também com fibras de PVDF, por MERLINI, (2014) foi constatado
que a tensdo ndo influencia significativamente nas propriedades estruturais das fibras.

Figura 7. Grafico do didmetro médio das fibras com o aumento da tensdo aplicada de fibras de
PVDF produzidas com trés diferentes sistemas de eletrofiagdo. Adaptado de (LI et al., 2016).
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Logo, ¢ possivel perceber que na eletrofiacdo, devido a atuacdo de forcas
eletrostaticas e da diversidade de polimeros com seus respectivos aditivos, solventes e
propriedades Unicas, nem sempre haverd uma ordem entre os parametros
(KATSOGIANNIS et al., 2016). Neste caso, quanto maior a tensao aplicada maior a
atuacdo das forgas eletrostaticas no sistema o que pode levar a fibras com didmetros
menores, pelo elevado estiramento da solucdo. Entretanto, o excesso de cargas na solugdo
polimérica, pode também, levar a producdo de fibras com maiores didmetros, devido a
maior velocidade do jato polimérico durante seu trajeto até o coletor. Por fim, em tensdes

extremamente altas, a solu¢do pode sofrer solidificacdo antes mesmo de deixar a agulha.
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Por isso ¢ importante a analise dos parametros operacionais antes de produzir qualquer

sistema eletrofiado.

2.1.2.2 Distancia agulha-coletor

A principal influencia da variagdo da distancia entre a agulha e o coletor esta no
tempo de evaporacao do solvente. O tempo deve ser suficiente para que ocorra a total
evaporacao do solvente antes da deposicdo da fibra no coletor (BERA, 2016). A
coalescéncia ocorre quando fibras ainda molhadas com o solvente caem sobre a placa
coletora (KIM et al., 2018). Segundo reportado por (KATSOGIANNIS et al., 2016),
teoricamente, grandes distancias favorecem a formacao de fibras com didmetros menores,
uma vez que prolongam o tempo de alongamento do jato. Embora resultados que
demonstram a minima ou até nula correlacao entre distancia ¢ didmetro das fibras também
j& foi reportado. A eletrofiacdo e seus parametros operacionais dependem muito do
sistema polimero/solvente a ser utilizado, de todo modo a faixa de distancia normalmente

trabalhada ¢ de 5 a 30 cm (MERLINI, 2014).

2.1.2.3 Vazao de alimentacao

A vazao de alimentagdo determina a taxa de material transferido no processo ¢ a
velocidade de transferéncia, correspondente a forga vetorial da distancia percorrida pelas
nanofibras entre a agulha e o coletor sobre o tempo. Como observado por MERLINI,
(2014), com a eletrofiagdo do poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF), as fibras apresentaram
menores diametros quando menos solucdo era expelida da agulha, e consequentemente,
teve-se maior estiramento das fibras, entretanto um minimo ¢ necessario para que nao
ocorra interrupcdo. MOTAMEDI et al., (2017), refor¢a em trabalho utilizando o mesmo
polimero que, aumentando a taxa de alimentacdo, os didmetros médio das fibras
aumentam. Além disso, altos valores de vazdo podem causar incidéncia de defeitos,

coalescéncia das fibras e acimulo de solug¢do na ponta da agulha (CASTRO, 2018).

2.1.3 Parametros ambientais

Além dos parametros da solucdo e dos operacionais, o didmetro e a microestrutura
das fibras, também sofrem influéncia de alguns pardmetros ambientais, com destaque
para a temperatura e umidade relativa do ar (HAIDER et al., 2018). PELIPENKO et al.,
(2013) observaram a redugdo no didmetro de fibras de poli(vinil alcool) (PVA) e
poli(6xido de etileno) (PEO) com o aumento da umidade. O didmetro médio das fibras de

PVA e PEO foi, respectivamente de 667 nm para 161 nm e de 252 nm para 75 nm, com



47

amudanga de umidade de 56% para 60%. Isto ocorre devido a forte influéncia da umidade
no processo de solidificagdo do jato carregado, entretanto, depende da natureza quimica
do polimero para ocorréncia deste fenomeno (HAIDER et al., 2018). A umidade pode
também alterar a estrutura da superficie das fibras, gerando nanofibras porosas (Figura
8) quando o sistema de solvente binario ¢ usado (HAIDER et al., 2018). A criagdo dos

poros ¢ atribuida as diferentes taxas de evaporagao dos solventes.

Figura 8. Diagrama esquematico da formacao de poros na superficie das fibras eletrofiadas.
Adaptado de (HAIDER et al., 2018).
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A temperatura também afeta o didmetro e microestrutura das fibras eletrofiadas,
podendo causar dois efeitos: 1) aumenta a taxa de evaporagdo do solvente e ii) diminui a
viscosidade da solu¢do. Ambos os efeitos levam a diminuicdo do didmetro médio das

fibras (HAIDER et al., 2018).

2.1.4 Aplicacoes

O interesse em nanomateriais poliméricos aumentou em varios campos desde a
década de 1990 e consequentemente os processos de eletrofiacdo foram sendo
aprimorados. Como pode ser observado, devido a alta versatilidade do processo, € a
simplicidade e eficiéncia em fabricar nanofibras a partir de diversos polimeros, essas
membranas estdo sendo utilizadas em diferentes areas da pesquisa e desenvolvimento da
industria de alta tecnologia (YOON et al., 2018b).

O processo, sendo altamente versatil permite obter fibras com diferentes
estruturas, tais como fibras aleatoriamente distribuidas, alinhadas em uma direcao

preferencial e at¢é mesmo com microestrutura core-shell. A eletrofiagdo tem sido
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amplamente utilizada em aplicagdes elétricas e eletroquimicas, incluindo sensibilizagao
por corante de células solares, células solares organicas, detec¢do gasosa, baterias de ion
de litio, baterias de litio-argdnio, sensores eletromecanicos e blindagem eletromagnética.
Algumas dessas aplicagdes foram estudadas pelo nosso grupo de pesquisa e estao aqui
citadas: SOUSA, 2020, produziu membranas eletrofiadas de compositos poliméricos
condutores com matriz de poliuretano termopléstico (TPU) e cargas condutoras de
nanotubos de carbono (NTCs) para atuarem como sensores eletromecanicos. JAIME,
2020, fabricou membranas de poli(metilmetacrilato) (PMMA )/polianilina (PAni) pelo
método de eletrofiacdo com diferentes fragdes massicas de PAni para aplicacdo em
sensores gasosos. SCHIEFFERDECKER, 2019, desenvolveu fibras aleatoriamente
distribuidas de poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) contendo um aditivo condutor
nanoestruturado a base de montmorilonita/polipirrol dopado com acido dodecilbenzeno
sulfonico (Mt-PPy.DBSA) para blindagem contra interferéncia eletromagnética.
MERLINI, 2014, estudou a obtengdo de membranas eletrofiadas constituidas de PVDF e
polipirrol com propriedades eletromecanicas para utilizacdo como materiais eletroativos
em sensores de compressao.

As fibras eletrofiadas também sao amplamente utilizadas em aplicagcdes
ambientais, que requerem estruturas fibrosas com alta area de superficie, além de poros
interconectados e propriedades mecanicas robustas. Essas aplicacdes incluem coleta de
6leo ou separacdo de 6leo/agua, tratamento de 4gua residual e purificacdo do ar (TIAN et
al., 2011; WANG et al., 2013; HOMAEIGOHAR; ELBAHRI, 2014; STRAIN et al.,
2015; WANG; ZHAO; PAN, 2015; RAZA; MUNIM; AYUB, 2021).

Além disso, fibras contento materiais termoelétricos, termocromicos,
termorresponsivos e termorreguladores estdo sendo produzidos também a partir de
técnicas de eletrofiagdo. Espera-se que essas fibras sejam utilizadas para sistemas de
armazenamento de energia térmica e roupas que regulam a temperatura (YOON et al.,
2018b). STAPAIT, 2021, produziu membranas eletrofiadas de PVDF contendo diferentes
fragdes madssicas de pigmento termocroOmico para serem utilizadas como sensores
inteligentes de temperatura.

Outros trabalhos descritos pelo nosso grupo de pesquisa envolvendo nanofibras
eletrofiadas foram também desenvolvidos, visando diferentes aplicagdes.
HEMKEMAIER, 2021, obteve fibras eletrofiadas de Poli(acido lactico) (PLA) com
nanoparticulas de 6xido de zinco (NPsZnO) para uso como potencial material antiviral

em mascaras faciais. Ja TONET, 2021, desenvolveu nanofibras eletrofiadas de
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Poliuretano termoplastico (TPU) com diferentes proporgdes de cristal liquido colunar
hexagonal para obtencdo de membranas com propriedades Opticas, mecanicas e
morfoldgicas diferenciadas. SIMON, 2022, avaliou a eficacia do uso de nanoplacas de
grafeno funcionalizadas com liquido i6nico a patir de método nao covalente na
eletrofiacdo de nanofibras poliméricas para obtencdo de elementos sensores de
compressao piezoresistivos.

Por fim, uma das areas mais investigadas para os materiais nanofibrosos tém sido
as aplicacdes biomédicas, como suportes celulares nanofibrosos para engenharia de
tecido e sistemas de entrega de medicamentos. Como foi visto nas se¢des anteriores, o
processo pode ser facilmente ajustado para controlar os diametros ¢ poros da estrutura
nanofibrosa, obtendo fibras com alta area de superficie de diferentes polimeros
biocompativeis e biodegradaveis, o que os diferencia como potenciais materiais
biomédicos (YOON et al., 2018b). Em nosso grupo de pesquisa alguns trabalhos j& foram
desenvolvidos para aplicagdes na area biomédica, CASTRO; MERLINI, 2021,
reportaram em estudo de revisdo, uma analise detalhada sobre o uso de conduites com
fibras alinhadas como estratégia para regeneracdo do nervo periférico. Visando a
regeneragdo 0ssea, DOS SANTOS et al., 2020a, desenvolveu membranas eletrofiadas de
PLGA com adi¢des de HAp (hidroxiapatita): BPTCP (B-fosfato tricalcico) nas proporgdes
de 60:40, 70:30 e 85:15 (%m) para avaliar a influéncia das diferentes concentragoes.
CASTRO et al., 2020, fabricou um sistema efetivo para regeneragdo dssea guiada (GBR
— guided bone regeneration), os resultados sugeriram que a membrana eletrofiada de
PLGA com 5 %m de BTCP abrange as exigéncias de propriedades morfologicas, fisicas,
mecanicas e bioativas. DOS SANTOS et al., 2020b, estudou membranas bicamadas com
uma camada densa de PLGA:HAp — 95:05 — e uma camada nanofibrosa de PLGA e
HAp:BTCP com fragdes de 60:40, 70:30 e 85:15 (%m), a fim de analisar propriedades
mecanicas, morfologicas e in vitro para GBR. MERLINI et al., 2018, em estudo
comparativo entre fibras aleatorias e alinhadas, desenvolveram membranas eletrofiadas
de Poliuretano termoplastico (TPU) com um aditivo condutor nanoestruturado de Mt-
Ppy.DBSA e Ppy.DBSA para aplicagdes biomédicas analisando a viabilidade celular.

Visando a aplicagdo das nanofibras eletrofiadas na &rea biomédica, mais
especifico na engenharia de tecidos, tem-se como principal objetivo a representacdo de
uma matriz o mais semelhante possivel a matriz extra-celular (MEC) nativa. A MEC ¢
bem conhecida por sua capacidade de fornecer suporte estrutural as células e tecidos

estimulando a migracdo, proliferacdo, apoptose, sobrevivéncia e diferenciacdo. Esses
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processos sao complexos e precisam ser rigidamente regulados para manter a homeostase
do tecido, especialmente em reposta a uma lesao.

Neste contexto algumas caracteristicas devem ser comportadas para utilizar
nanofibras eletrofiadas como materiais bioativos no processo de cicatrizacao de feridas,
caracteristicas estruturais por exemplo, influenciam significativamente o comportamento
celular. Caracteristicas bioldgicas por outro lado, refor¢am a necessidade de matrizes ndo
apenas biocompativeis e biodegradaveis, mas também, bioativas para promover
interacdo, migracdo e diferenciagdo celular. Os scaffolds eletrofiados se assemelham ao
design da MEC nativa, tamanho de poro variavel, alta area de superficie e permeabilidade
ao oxigénio, tornando-os adequados como materiais de substituicao de pele. Além disso
as nanofibras podem ser carregadas com substancias bioativas, nanoparticulas,
antimicrobianos, agentes antiinflamatorios e medicamentos analgésicos ou de
cicatrizagdo. Varios polimeros naturais e sintéticos, bem como blendas que os contém,
tém sido estudados como matrizes para a produ¢ao de membranas nanofibrosas em busca
de um curativo bioativo capaz de fornecer ambiente adequado para a cicatrizagdo sem
causar danos mais graves para a lesdo da pele. A seguir veremos as perspectivas estudadas

para o tratamento de feridas com biomateriais processados via técnicas de eletrofiagao.

2.2 PERSPECTIVAS PARA O TRATAMENTO DE FERIDAS

Durante as ultimas décadas, o tratamento de feridas apareceu como uma grande
preocupacao de saude publica, (MEMIC et al., 2019). As metodologias comercialmente
empregadas, além de ndo serem capazes de suprir todas as necessidades, sdo pouco
eficazes nas contribuigdes para a recuperagdo — principalmente quanto a taxa de
reepitelizagdo, quanto ao fornecimento de um ambiente adequado para a cicatrizagdo, e
quanto a protecao contra agentes patogénicos. (ZAHEDI et al., 2010).

As feridas sdo de natureza muito diferente e suas caracteristicas dependem de
varios fatores, como etiologia, condi¢do, localizacdo e presenga de infec¢des do paciente
(MIGUEL et al., 2019). Isto sugere a dificuldade em encontrar um Unico curativo ideal
capaz de ser aplicado a todos os tipos de feridas. Na realidade, a adaptabilidade dos
biopolimeros e a possibilidade de combina-los para explorar as caracteristicas mais
convenientes de cada molécula constitui uma vantagem para o tratamento de diferentes

feridas (BIANCHERA et al., 2020) (CHEN et al., 2017). Os requisitos de um curativo
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dependem muito do tipo de ferida, no entanto alguns recursos desejaveis comuns podem

ser discernidos, conforme Tabela 2.

Tabela 2 Requisitos desejados para um curativo ideal (BIANCHERA et al., 2020).
Permeabilidade a 4gua e ao gas

Capacidade de absorver exsudatos

Proteger a pele ao redor da ferida

Fornecer protegao mecanica

Adaptabilidade a forma do corpo

Caracteristicas fisicas desejadas :
Prote¢do contra bactérias e outros agentes

infecciosos

Manuteng¢ao da temperatura

Facil de usar

Facil de remover

Biocompatibilidade

Taxa de degrada¢do adequada

Baixa toxicidade do polimero e seus

Caracteristicas quimicas desejadas .
derivados

Nao alérgico

Atividade antimicrobiana

Preparagao facil e economica

Reprodutibilidade
Tecnologia do processo desejada Estabilidade mecanica

Esterilizacao facil

Prazo de validade longo

A maioria dessas propriedades depende das caracteristicas intrinsecas dos
biomateriais — as caracteristicas fisicas, e.g. estdo relacionadas ao processo de fabricagao
€ a microestrutura resultante — onde os requisitos essenciais incluem biocompatibilidade,
baixa citotoxicidade, capacidade de imitar a matriz extra-celular (MEC) e uma taxa de
biodegradabilidade compativel com a taxa de formag¢ao de novos tecidos (BIANCHERA
etal., 2020) (CHEN et al., 2017) (MEMIC et al., 2019). Curativos feitos com poli(etileno
glicol) (PEG) — polimero a base de éter hidrofilico, biocompativel e com baixa
imunogenicidade - ajudam na cicatrizagdo de feridas através do crescimento inicial e
proliferacdo das células da pele, juntamente com a deposi¢@o de coldgeno, devido a boa

afinidade entre o material e os fatores de crescimento, que podem ser ligados entre si
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(SHAHVERDI et al., 2014). MIR et al., (2018), tratou feridas diabéticas usando uma
mistura de quitosana e PLGA com PEG, mistura essa que estabiliza as propriedades

mecanicas, térmicas e de cristalinidade do éter hidrofilico.

2.2.1 Fibras eletrofiadas como curativos para cicatrizacio de feridas

Historicamente, materiais para curativos eram feitos com derivados naturais como
pastas de mel, fibras vegetais e gorduras animais. Atualmente, com o0s novos
biopolimeros e técnicas de fabricagdo avangadas, um material para curativo pode atender
diversas exigéncias antes impossiveis (ZAHEDI et al., 2010), tais como, controlar a
umidade ao redor da ferida, permitir a transmissdo de gases, eliminar o excesso de
exsudatos, proteger a ferida de infecgdes e microorganismos, diminuir a necrose que
ocorre em sua superficie, proteger mecanicamente, ser facilmente removido e alterado
(quando houver necessidade), ser biocompativel, biodegradavel, elastico e ndo todxico,
além de aliviar a dor da ferida e ser economicamente viavel (REZVANI GHOMI et al.,
2019).

Dentro desse contexto, as nanofibras eletrofiadas sdo consideradas como materiais
“ideais” para sistemas cirurgicos de curativos de feridas (CUI et al., 2021). Estes
cobertores nanofibrosos, podem ser produzidos em um tempo relativamente curto de uma
a duas horas. Os curativos feitos com biopolimeros eletrofiados podem conter varios
compostos ativos que sdo benéficos para a cicatriza¢do de feridas. Podem ser produzidos
com agentes antimicrobianos, antibacterianos e anti-inflamatorios, a fim de serem
liberados na superficie das feridas, aprimorando o tratamento de cura. Ademais, a
estrutura porosa de um curativo nanofibroso ¢ excelente para a respiragdo das células.
Esta caracteristica atende aos requisitos de alta permeagdo a gas, que fornece protecao
eficaz contra infec¢do e desidratacao (ZAHEDI et al., 2010). A microestrutura constituida
puramente por nanofibras, confere elevada area de superficie em relagdo ao volume, a
qual, fornece, alta absorcdo de 4dgua (DABNEY, 2002). Assim, com um polimero
hidrofilico os curativos nanofibrosos sdo capazes de absorver exsudatos de feridas com
mais eficiéncia que os curativos hidrofobicos tradicionais. Ademais a espessura
nanométrica (entre 50 — 500 nm) das fibras eletrofiadas confere capacidade de imitar a
estrutura fisica da matriz extracelular (MEC) natural (ABRIGO; MCARTHUR;
KINGSHOTT, 2014).
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Outra caracteristica desejavel para os biopolimeros de cicatrizacao ¢ a capacidade
de prevenir infecgdes, ou melhor, atuar como agentes antimicrobianos, combatendo
microrganismos invasores que colonizam as feridas. Além disso, ¢ trivial uma porosidade
€ microestrutura que garantam a permeabilidade a 4gua e aos gases, e a capacidade de
manter a umidade no leito da ferida (BIANCHERA et al., 2020). Fibras eletrofiadas de
PCL sdo adequadas para o tratamento de feridas agudas e cronicas, pois sdo capazes de
imitar a estrutura fibrosa da MEC. O curativo nanofibroso absorve o exsudato da ferida e
retém agua (KAKKAR et al., 2014). Entretanto, possui propriedades antimicrobianas
ineficientes, assim, nanoparticulas de prata sdo comumente incorporadas para garantir
uma resisténcia a invasao microbiana (MIR et al., 2018). Filmes de poliuretano (PU) sao
usados em muitos curativos devido a sua capacidade de fornecer boa barreira bacteriana
ao mesmo tempo que, oferecem permeabilidade ao vapor de umidade e ao ar, devido a
sua semi-permeabilidade, que proporciona um ambiente tmido (MIR et al., 2018).
Entretanto a adesdo do PU ¢ limitada, o que faz-se necessario o revestimento com
colageno ou peptideos a base de colageno (EL-SAYED et al., 2011).

Os curativos nanofibrosos de alginato permitem a cicatrizagdo de feridas em
ambiente umido, devido suas propriedades morfoldgicas com fibras de elevada area de
superficie em relacdo ao volume e de espessura micro a nanométrica (MIR et al., 2018).
Nao somente, as fibras de alginato quando em contato com uma ferida, sofrem a reacao
de troca i6nica entre seus ions Calcio com os ions Sddio no liquido tecidual, que causa o
inchamento do curativo (BOATENG et al.,, 2008). Contudo, para melhorar as
propriedades, varios polimeros sintéticos e/ou surfactantes sdo adicionados ao sistema,
assim como os mais variados polimeros naturais (RINAUDO, 2008).

Um curativo ativo, ¢ capaz de controlar o estado bioquimico da ferida, a fim de
fornecer suporte ao processo de cicatrizagdo e reduzir a dor (MIR et al., 2018). Como
descrito por HELFMAN et al., (1994) nenhum curativo ¢ ideal, mas os requisitos
minimos de cura rapida, reducdo dos momentos desconfortaveis, custo acessivel para o
paciente, estética, preven¢do de infec¢do e transporte de medicamentos, devem ser
cumpridos durante o tratamento da ferida.

(AMIRI et al., 2020) relataram o desenvolvimento de um sistema local de entrega
de antibidticos usando nanofibras de quitosana e poli (6xido de etileno) (PEO) para
entrega de teicoplanina. A eletrofiacdo da solu¢do de quitosana/PEO contendo 2 € 4 %
p/v de teicoplanina resultou em nanofibras uniformes e sem granulos. As nanofibras

foram capazes de liberar teicoplanina por até 12 dias. Testes antibacterianos foram
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também realizados em difusdo em 4gar e demonstraram que o carregamento de
teicoplanina ndo apenas manteve a atividade antibacteriana do antibidtico, mas também
a aumentou em até 1,5 a 2 vezes.

Para aplicagdo na cicatrizacdo de feridas, o tamanho e a microestrutura das
nanofibras eletrofiadas — que contribuem para a area de superficie da rede fibrosa — podem
afetar a eficacia de um curativo nanofibroso (SYLVESTER et al., 2017). JOSEPH et al.,
(2019) em estudos recentes, apontaram nanofibras eletrofiadas de poli(caprolactona)
(PCL) com materiais bioativos para cicatrizagdo de feridas e regeneragao da pele. As
membranas, além de apresentarem semelhanga morfologica com a matriz extra-celular
(MEC), possuem vantagens notaveis, como tamanho de poro variavel (normalmente entre
1 a 10 pum), alta area de superficie o que pode promover adesdo, proliferagdo e
diferenciagdo celular e permeabilidade ao oxigénio, tornando-as adequadas como
materiais substitutos de pele ou como curativos.

As nanofibras devem ainda, possuir capacidade de absor¢ao de fluidos e taxas de
transmissdo de vapor de agua (SYLVESTER et al., 2017). Em trabalho reportado por LIU
et al., (2018) membranas eletrofiadas de poli (4cido lactico-co-acido glicol) (PLGA)
modificadas com microparticulas de alginato de sodio hidrofilico (ALG) e carregadas
com o antibidtico ciprofloxacina (CIP) foram preparadas para producdo de um curativo
com eficdcia no processo de cicatrizacdo de feridas. O PLGA ¢ um polimero
biodegradavel, pode sofrer degradagdo e subsequentemente erosdo durante o estudo de
liberagdo. Os resultados mostraram que quando o polimero comecou a se degradar, mais
agua pode infiltrar profundamente nos curativos nanofibrosos. Além disso, o
carregamento de particulas de ALG nas membranas de PLGA diminuiu o angulo de

contato com a agua (Figura 9), aumentando a propriedade hidrofilica da membrana.

Figura 9. Teste de angulo de contato com as membranas de PLGA ¢ PLGA/ALG (4 %m).
Adaptado de (LIU et al., 2018).
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Essas propriedades também sdo essenciais para determinar se o curativo pode
manter imido o local da ferida, necessario para a proliferacdo celular e o funcionamento
adequado dos epitélios e fibroblastos (SYLVESTER et al., 2017). Fica evidente o
potencial de alguns materiais poliméricos como agentes de cicatrizagdo em lesdes
causadas pelas tulceras arteriais, por conta disso estudaremos a seguir como proceder
quando uma lesdo proveniente de tlcera arterial se revela em pacientes com essa doenga,
quais as possibilidades de tratamento atualmente empregadas e aquelas que futuramente

poderao estar no mercado devido seu potencial curativo.

2.3 TRATAMENTO DE FERIDAS CAUSADAS PELAS ULCERAS
ARTERIAIS

As tlceras associadas a doenga arterial periférica, também conhecidas como ulceras
isquémicas, sdo feridas cronicas de alta prevaléncia (cerca de 1 a 2 % da populagdo
mundial), causadas pelo suprimento insuficiente de sangue, o que resulta em isquemia e
necrose de tecido na area desfavorecida (DOMINGUES et al., 2016) e (GREER et al.,
2012). A estrutura anatomica da pele, ndo sé funciona como uma barreira que protege os
orgdos internos de invasdes microbianas e radia¢do ultra-violeta (UV), como também
regula a temperatura corporal (SINGER; CLARK, 1999). Por isso, sua desintegragdo
fisica, pode causar danos prejudiciais a satide do individuo.

Os principais fatores de risco para origem de tUlceras isquémicas sdo: tabagismo,
diabetes, hiperlipidemia e hipertensdo (SPENTZOURIS; LABROPOULOS, 2009).
Alguns sintomas sdo observados nestes pacientes: claudicagdo intermitente — o fluxo
sanguineo torna-se insuficiente devido obstru¢cdes em uma ou vdrias artérias — ou dor, que
mantém-se mesmo com a elevagao das pernas (GREER et al., 2012).

O tratamento pode ter varias diregdes, cirurgicamente € possivel corrigir bloqueios
arteriais. Com a restauragdo do suprimento sanguineo, as ulceras podem ser corrigidas
com curativos bioativos e agentes topicos (anti-inflamatorios, analgésicos, antibioticos,
etc.) (BRODERICK et al., 2020). Para escolha de qual curativo usar, € preciso entender
as necessidades da ferida e suas caracteristicas, a fim de determinar os materiais mais

adequados e a estrutura mais apropriada para a performance funcional do curativo.
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2.3.1 Sintomas e caracteristicas da ferida

A ferida, conforme imagens apresentadas na Figura 10, parece perfurada, com
bordas bem demarcadas e uma base palida, ndo granulosa, frequentemente necrosada. A
pele ao redor pode apresentar eritema escuro e pode ser fria ao toque, sem pelos, fina e
quebradica, com uma textura brilhante. As unhas dos pés engrossam e se tornam opacas,
podendo ser perdidas. Gangrena das extremidades também pode ocorrer. O exame do
sistema arterial pode mostrar pulso diminuido ou ausente na regido dorsal do pé e nas
artérias tibiais posteriores. Pode haver sopros nas artérias proximas da perna, indicando a
presenga de atersclerose (GREY; ENOCH; HARDING, 2006). Como pode ser
observado, sao feridas que tendem a ser profundas, sdo palidas com tons rosados em volta,
conforme imagem (a) da Figura 10, devido a baixa drenagem e pouquissima granulagdo
tecidual. A pele fica seca e pode aumentar de tamanho rapidamente ¢ em casos mais
graves, como na imagem (b) da Figura 10, pode ocorrer necrose da pele deixando-a
desidratada, com pontos escuros ao redor (CASEY, 2004).

As caracteristicas principais que descrevem a ferida sdo: local, profundidade, estado
das bordas (maceradas, esclerdticas, sugestivas de carcinoma, bolhas, sugestivas de
pioderma gangrenoso, etc...), presenca de tecido inviavel (necrose), quantidade e tipo de

exsudato, presenca de tecido de granulagdo e tamanho da tilcera (VELASCO, 2011).

Figura 10. Imagens de feridas nas pernas causadas pela tlcera arterial; (a) ferida em seus
primeiros estagios (SANCHEZ; PARTSCH, 2017); (b) ferida necrosada (DISSEMOND et al.,
2018).

A dor causada pela ferida cronica, prevalece entre suas piores consequéncias, em
75,6 % dos casos (DOMINGUES et al., 2016). Estudos tém demonstrado que o estresse
resultante da dor pode ser prejudicial as atividades cotidianas, restringindo a mobilidade
e atividades sociais, além de interferir no tratamento da ferida (BEDIN et al., 2014). Além
da dor, sintoma principal, existem outros sintomas secundéarios que atrapalham a

qualidade de vida dos pacientes como isolamento social, distirbios de sono, depressao,
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afastamento do trabalho e gastos financeiros. Esses fatores biopsicossociais geram um
impacto negativo na percep¢ao da dor (LEREN et al., 2020). Em uma revisao sistematica
LEREN et al., 2020 conseguiu observar e quantificar a dor causada pelas ulceras arteriais,
o valor médio de intensidade da dor variou de 2,3 a 6,6 em uma escala de 0 a 10. A
estimativa geral combinada da intensidade média da dor foi de 4,0 com alta
heterogeneidade. A andlise de subgrupos mostrou estimativas agrupadas semelhantes da
intensidade média da dor em estudos de efeito (4,0) e em estudos descritivos (3,8), ambos

com alta heterogeneidade.

2.3.2 Processo de cicatrizacio

O cuidado com tlceras isquémicas ¢ centrado no reestabelecimento do fluxo
sanguineo e na minimizacdo de novas perdas de perfusdo (GREER et al., 2012). Os
curativos tradicionais, como gazes de algoddo, absorvem grande parte da umidade que
contém o ferimento, secando a superficie da ferida, o que leva a diminui¢do da taxa de
cicatrizagdo, além de dor na retirada do curativo (ZAHEDI et al., 2010). Por outro lado,
uma ampla gama de polimeros na forma de filmes, espumas e géis ja sao utilizados para
essa finalidade, alguns ja disponiveis no mercado, o que pode fornecer uma condi¢do
ideal no processo de cicatrizagdo de feridas (GONZALEZ et al., 2016) (GREER et al.,
2012) e (REZVANI GHOMI et al., 2019).

ZAHEDI et al., (2010) reportaram, a existéncia de 2 tipos de feridas, as agudas e
as cronicas. De todo modo, o processo basico de cicatrizacdo nao muda de uma ferida
para a outra (REZVANI GHOMI et al., 2019). E necessario lavar o local danificado,
protegé-lo contra agentes patogénicos e proporcionar ambiente adequado para o processo
biolégico de cicatrizagdo, caso possivel, acelerar este processo (GONZALEZ et al.,
2016). O processo, por ser biologico, esta relacionado a pardmetros fisioldgicos
(ZAHEDI et al., 2010). Resumidamente a cicatrizacao divide-se em 5 estagios, listados

na Figura 11, junto com os respectivos efeitos de cada etapa.

Figura 11. Cinco estagios do processo de cicatrizacdo de uma ferida. Adaptado de (REZVANI
GHOMLI., 2019) e (ZAHEDI et al., 2010).
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O primeiro estagio ocorre logo apds a lesdo da pele. Na hemostasia, ocorre a
coagulagdo! de exsudatos? devido aos fibrinogénios?, e, juntamente, forma-se uma rede
de fibrina*, que da suporte ao codgulo na ferida. A fase inflamatoria inicia durante o
estagio de hemostasia e geralmente leva mais de 24 h. Aqui, os neutréfilos® do sangue,
seguidos pelos fagdcitos®, entram no meio da ferida e penetram no interior das células
mortas. O terceiro estigio é o da fase migratoria, as células epiteliais” se movem em
direcdo a lesdo da pele para substituir as células mortas. O quarto estdgio consiste na
completa cobertura da ferida por epitélio®. Na fase de proliferagdo, novos estromas’ sio
formados apds cerca de 4 dias. Paralelamente, microfagos!?, fibroblastos!! e vasos
sanguineos!? se movem em dire¢do ao ambiente da ferida e formam uma tnica unidade.
Importante ressaltar que, durante o crescimento da fase migratoria, ¢ possivel observar
uma reducdo gradual na fase inflamatoria da ferida. Por fim, no ultimo estdgio, de
maturacao, os fibroblastos cobrem completamente a superficie da ferida como uma nova
camada de pele (BOATENG et al., 2008) (GONZALEZ et al., 2016) (LIU, M. et al.,
2017) (MIGUEL et al., 2019) (NING et al., 2019) e (VELNAR et al., 2009).

Tomando como base a explicacao ¢ possivel dizer que o processo de cicatrizagao
de feridas ¢ altamente complexo e uma alteragdo em qualquer etapa pode ocasionar
resultados indesejaveis. Devido aos avangos nas abordagens interdisciplinares, materiais
bioativos t€ém mostrado resultados promissores nessa dire¢cao. Os materiais bioativos
podem ter como alvo as fases inflamatorias, proliferativas ou de remodelagdo da
cicatrizacdo por interacdo com células ou mediante a matriz extra-celular (MEC).

Eles modulam vias de sinalizagdao celular desencadeando assim o crescimento,
diferenciagdo e funcionamento dos principais atores da cura como fibroblastos,
queratindcitos, macrofagos e células endoteliais. Dentre os materiais bioativos,
amplamente explorados, destacam-se os biopolimeros de diferentes origens. O uso de
biopolimeros como material de tratamento de feridas tem um amplo escopo devido suas
excelentes propriedades de biocompatibilidade, capacidade de suportar crescimento

celular, potencial regenerativo, biodegradabilidade de modo a evitar a necessidade de

remocgao do curativo e durabilidade (SAHANA; REKHA, 2018).

Coagulagdo': Interrupgio do fluxo sanguineo; Exsudatos®: Fluidos secretados pela ferida; Fibrinogénio?:
Proteina plasmatica precursora da fibrina, participa do processo de coagulagdo; Fibrina*: Proteina envolvida
na coagulagdo de sangramentos, forma uma camada capaz de deter hemorragias; Neutrofilos® e Fagocitos®:
Células sanguineas do sistema imunolégico. Células epiteliais’: Formado por células em uma matriz extra-
celular (MEC), formam a camada externa da pele; Epitélio®: Tecido anatdémico da pele; Estromas®: Tecido
de sustentagdo de orgdos, constituido de tecido conjuntivo; Microfagos!?: Pequeno fagécito que se alimenta
de seres microscopicos; Fibroblastos!!: Célula do tecido conjuntivo, fazem a sintese de substincias que
formam a MEC; Vasos sanguineos!?: Estruturas tubulares por onde o sangue circula.
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2.4 BIOPOLIMEROS

Diversas defini¢des podem ser encontradas na literatura sobre os biopolimeros,
alguns trabalhos reportam os polimeros naturais como biopolimeros, provenientes de
fontes animais ou vegetais como polissacarideos, proteinas, lipideos e polifenois, outras
fontes consideram juntamente, a faixa dos biocompativeis e biodegradaveis, incluindo
alguns polimeros sintéticos e de fontes renovaveis. Nesta secdo, serd abordado uma
definigdo mais ampla atualmente conhecida, primeiramente reportada por
NIAOUNAKIS, 2015.

Biopolimeros sdo moléculas organicas, diferenciadas entre dois critérios, a origem
de suas matérias primas e sua biodegradabilidade. Aqui ¢ feita uma distingdo entre trés
tipos de biopolimeros por defini¢do. Tipo A: biopolimeros de matérias primas renovaveis
(de base biologica) e biodegradaveis; Tipo B: biopolimeros de matérias primas
renovaveis (de base bioldgica) e ndo biodegradaveis; Tipo C: biopolimeros feitos a partir
de combustiveis fosseis e biodegradaveis (NIJAOUNAKIS, 2015).

Os biopolimeros Tipo A, podem ser produzidos por sistemas bioldgicos ou
sintetizados quimicamente a partir de materiais biologicos de partida, os biodegradaveis
de base biologica incluem polimeros sintéticos de recursos renovaveis, como o poli(acido
latico) (PLA); os produzidos por microorganismos abrangem o Polihidroxialcanoatos
(PHAS); e entre os naturais podemos citar o amido ou proteinas. J& os biopolimeros do
Tipo B, podem ser produzidos a partir de biomassa ou de recursos renovaveis € ndo sao
biodegradaveis. Biopolimeros de base bioldgica ndo biodegradaveis incluem 1) polimeros
sintéticos de recursos renovaveis — como poliamidas especificas de 6leo de mamona
(PA11), poliésteres especificos a base de biopropanodiol, biopolietileno, biopolipropileno
ou biopoli(cloreto de vinila) a base de bioetanol, etc — e ii) biopolimeros naturais como
borracha natural ou &mbar. Por fim os biopolimeros do Tipo C sdo produzidos a partir de
combustivel fossil, como poliésteres alifaticos sintéticos feitos de petroleo bruto ou gas
natural, e sdo certificados como biodegradaveis e compostaveis. PCL, Polibutileno
succinato (PBS) e certos copoliésteres alifaticos-aromaticos sdo pelo menos parcialmente
polimeros a base de combustivel fossil, mas podem ser degradados por microorganismos
(NIAOUNAKIS, 2015). O fluxograma da Figura 12 resume as defini¢des abordadas
nesta se¢ao.

Com base nesta defini¢@o, os biopolimeros ou bioplasticos consistem em polimeros

biodegradaveis (Tipo A ou C) ou polimeros de base biologica (Tipo A ou B).
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Resumidamente, “biopolimeros sdo definidos como polimeros que sdo derivados de
recursos renovaveis, bem como polimeros biodegradaveis de origem biologica e fossil*

(NIAOUNAKIS, 2015).

Figura 12 Fluxograma esquematico apresentando as defini¢des de biopolimeros de acordo com
a abordagem de (NIAOUNAKIS, 2015).
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Estruturalmente organizam-se em uma sequéncia de mondomeros de aminoécidos,
monossacarideos, nucleotideos ou ésteres ligados por moléculas covalentes para formar
peptideos, polissacarideos, polifendis, poliésteres, entre outras estruturas. Estes
compostos possuem propriedades que permitem ser modulados com facilidade, seja em
hidrogel, hidrocoldide, scaffolds ou até mesmo a mistura em blenda com outros polimeros
que oferecem multiplos beneficios com maior resisténcia mecénica, propriedades
biomimeéticas e outras caracteristicas desejadas para o desenvolvimento como materiais
bioativos de cicatrizagdo (SAHANA; REKHA, 2018). Até recentemente, as duas nicas
caracteristicas que um biomaterial tinha que possuir eram biocompatibilidade (o material
ndo deve ser citotoxico nem imunogénico) e biodegradabilidade (o material deve ser
facilmente eliminado uma vez cumprida a sua fun¢ao). No entanto, no sentido moderno
de biomateriais, devemos também adicionar a capacidade de interagir com um ambiente
biologico e modular especificamente a resposta celular. O biomaterial torna-se, portanto,
ndo apenas um suporte para regeneracao de tecidos ou uma plataforma para entrega de
medicamentos, mas uma parte ativa da regulacdo da funcao celular (TOTTOLI et al.,

2020).
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2.4.1 Biopolimeros como agentes de cicatrizacao

Os biopolimeros sintéticos, de maneira geral, sdo faceis de serem produzidos e
apresentam uniformidade lote a lote (BIANCHERA et al., 2020). Sdo mecanimente
estaveis, com processo de degradagao controlavel, podendo ocorrer em meio fisioldégico
(SEVERINO et al., 2011). Como desvantagem, estd a possibilidade de manifestarem
toxicidade (BIANCHERA et al., 2020). Os biopolimeros sintéticos sao divididos em dois
sistemas, hidrofilicos ¢ hidrofobicos.

Os biopolimeros sintéticos hidrofobicos sdo caracterizados pela presenca de
grupos funcionais com baixa polaridade, sao insoliveis em agua, relativamente inertes,
bioestaveis e biocompativeis (BIANCHERA et al., 2020). Com a adi¢do de grupos
polares (carbonil, carboxil, éster, amino e/ou amida), ¢ possivel aumentar o componente
polar da energia livre de superficie dos biopolimeros hidrofébicos, e assim, torna-los mais
susceptiveis a interagdes fisioldgicas.

O PCL foi inicialmente utilizado para a produgdo de filmes e moldes degradaveis,
hoje ¢ amplamente aplicado em diversos setores como na producdo de fios absorviveis,
sistemas de liberagdo de farmacos e scaffolds para regeneragdo tecidual. O PLGA por sua
vez, amplamente utilizado para preparar uma variedade de curativos para aplicagdo em
lesdes, ¢ versatil e escalavel, € capaz de acelerar a cicatrizacao de feridas, seja ele sozinho
ou carregado com diferentes fatores de crescimento. Os beneficios deste copolimero
incluem, sua capacidade de proteger os medicamentos de degradagdo (pH e/ou
degradacdo enzimadtica) e, capacidade em aumentar sua estabilidade, solubilidade e
biodisponibilidade, melhorando assim a cicatrizagdo terapéutica de feridas em um local
controlado com reducdo da admnistragdo de medicamentos. Entretanto, limita¢des
também sao relatadas para este polimero, a principal ¢ a possibilidade de formacgao de
subprodutos (H") converendo o meio em um ambiente acido (SEVERINO et al., 2011;
BIANCHERA et al., 2020).

Do outro lado, os biopolimeros sintéticos hidrofilicos sdo carregados de grupos
funcionais polares, induzem a intumescéncia em agua e por consequéncia, sao capazes de
reter umidade em seu interior (CRUZ, 2004) (GONCALVES, 2015) (SEVERINO et al.,
2011). O PEG e o PEO sao polimeros muito proximos um do outro, diferindo apenas nos
seus grupos terminais, 0 PEO com grupos metoxi € o PEG com grupos hidroxila. Ambos

polimeros apresentam diversas vantagens tais como, elevada solubilidade em 4dgua e em
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solventes organicos, biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e ndo imunogenicidade
(SEVERINO et al., 2011).

Os biopolimeros naturais, sdo derivados de fontes microbianas, vegetais ou animais
(BIANCHERA et al., 2020). Sao classificados em polimeros a base de proteinas (e.g.
gelatina, colageno, elastina e fibrinogénio de seda) e polimeros a base de carboidratos, ou
polissacarideos (e.g. quitosana, acido hialurdnico, dextrana e celulose). Eles tém sido
amplamente utilizados na producdo de curativos nanofibrosos para cicatrizagdo de
feridas, devido a capacidade de mimetizar a estrutura fibrosa da matriz extra-celular
(MEC) e as propriedades antibacterianas e antinflamatorias intrinsecas (MELE, 2016)
(MEMIC et al., 2019). As proteinas sao facilmente eletrofiadas, devido a auto-producao
da estrutura fibrosa, enquanto os polissacarideos podem apresentar alguns desafios, sendo
necessario, por vezes, a utilizacao de aditivos (MELE, 2016).

Esses polimeros exibem excelente biocompatibilidade, baixa antigenicidade e
bioatividade favoravel que promove a fixagdo e proliferagdo celular (MEMIC et al.,
2019). Além disso sdo biodegradaveis e as macromoléculas ndo reticuladas estdo,
inclusive, sujeitas a degradacdo enzimatica, formando subprodutos geralmente tolerados
pelo organismo alvo (BIANCHERA et al., 2020) (MELE, 2016). Entretanto, sdo

geralmente dificeis de processar via técnicas de eletrofiacao.

2.4.2 Blendas de biopolimeros

Para a aplicacdo proposta, ¢ desejavel ndao apenas controlar o diametro das fibras e
sua microestrutura interna, mas também suas caracteristicas estruturais, como por
exemplo, a molhabilidade (BOGNTIZKI et al., 2001). A adi¢do de um ou mais polimeros
a outro polimero ¢ uma maneira eficiente e econdmica de melhorar as propriedades do
polimero matriz. E possivel modificar a estrutura cristalina, as propriedades mecanicas,
térmicas, higroscopicas e de biodegradabilidade e biocompatibilidade, bem como redugado
de custos e aumento do tempo de vida com o incremento de outro polimero na solugao
polimérica primeiramente selecionada, formando assim uma blenda polimérica (BACHS-
HERRERA et al., 2021).

Biopolimeros sintéticos hidrofobicos, geralmente garantem facil processabilidade e
boas propriedades mecanicas, enquanto que os sintéticos hidrofilicos, aumentam a
capacidade da fibra de absorver exsudato e aderir ao leito da ferida. Dentro desse

contexto, a produ¢do de blendas mostra-se como uma alternativa interessante para este
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trabalho devido a possibilidade de se trabalhar com a mistura de dois polimeros no
processo de eletrofiagdo e ao visivel aprimoramento nas propriedades destes scaffolds.

Trés estratégias principais para combinar polimeros dentro do mesmo composto
eletrofiado podem ser identificadas: diferentes polimeros podem ser misturados,
formando assim uma tinica solucao a ser eletrofiada; ou, um polimero pode ser eletrofiado
e, posteriormente, a malha revestida com o segundo polimero selecionado; ou ainda,
ambos polimeros sdo solubilizados em diferentes espacos e eletrofiados de maneira
conjunta pelo método coaxial.

Uma ampla variedade de estudos tem relatado a combinagdao de polimeros para
aplicagdes biomédicas. CHANDA et al.,, 2018 produziu scaffolds em bicamada
biocompativeis € mecanicamente estaveis de Quitosana (CS)/Poli(caprolactona) (PCL) e
Acido hialurénico (AH)/Poli(6xido de etileno) (PEO) usando um sistema de solventes
menos toxico, como scaffolds potenciais para aplicagdo em cicatrizagdo de feridas. As
solugoes de CS e PCL foram preparadas separadamente e posterior a isso, misturadas por
agitacdo (650 rpm) durante a noite com propor¢des de mistura diferentes. O AH foi
solubilizado na presenca de PEO sob agitacdo por 5 h. Ambos compostos foram entdo
eletrofiados, a primeira camada formada por nanofibras de CS/PCL seguidas pela camada
de nanofibras de AH/PEO e por fim, as nanofibras bicamadas de CS/PCL-AH/PEO foram
expostas ao vapor de glutaraldeido por 18 h para subsequente reagdo de reticulagao entre
camadas.

HU; HUANG, 2010 reportaram nanofibras de Poli(L-acido lactico) (PLLA)
alinhadas uniaxialmente e porteriormente revestidas com Quitosana (CS) para uso em
suturas. Essas suturas resultantes tiveram resisténcia a tragdo comparavel a suturas
comerciais, além disso, o composto promoveu o crescimento celular e apresentou
toxicidade minima, ademais as suturas de PLLA revestidas com CS mostraram melhor
compatibilidade histoldgica do que suturas de seda quando implantadas em tecidos
musculares de ratos.

FANG et al., 2019 desenvolveram nanofibras de Poli (adcido glutdmico-y) (PGA-y)
como core (nucleo) e Poli(acido lactico) (PLA) como shell (casca) via eletrofiagdo
coaxial para aplicagdes em cicatrizagdo de feridas. O estudo de cultura celular in vitro
mostrou biocompatibilidade favoravel das nanofibras. O estudo in vivo apresentou as
nanofibras core-shell de PGA-y/PLA como propicias a aplicagdo proposta, onde foi

observado mais de 90 % de reeptalizacdo da ferida.
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EVROVA et al., 2016 produziram nanofibras eletrofiadas de PLGA (polimero
hidrofébico) e PLGA/PEO para aumento da diferenciacao e alinhamento de mioblastos,
a hidrofilicidade dos compostos foi testada pela dindmica de angulo de contato.
Resultados mostraram que com a incorporacdo de PEO nos scaffolds nanofibrosos, o
angulo de contato diminuiu significativamente em comparacdo com os scaffolds de
PLGA puro (117 + 8 °). Os avancos no angulo de contato para as amostras de 30:70
PLGA/PEO e 50:50 PLGA/PEO foram de 88 = 2 e 77 £ 7 °, respectivamente, 0 que
evidencia a influéncia do polimero hidrofilico (PEO) na hidrofilicidade da blenda de
PLGA/PEO. Visando a aplicagdo do composto como curativo bioativo em feridas
causadas pelas ulceras arteriais, foi decidido para este trabalho utilizar uma blenda de
PLGA/PEO, a fim de observar uma matriz de PLGA mecanicamente rigida, com
propriedades hidrofilicas devido a presenga e de adesao celular do PEO.

A Tabela 3 a seguir, apresenta sistemas eletrofiados constituidos por alguns dos
polimeros até entdo reportados e suas respectivas aplicagdes propostas, com destaque para
as blendas em negrito. Demais sistemas também tém sido reportados com biopolimeros

sintéticos, naturais, blendas de biopolimeros sintético-naturais e sintéticos-sintéticos.

Tabela 3. Sistemas eletrofiados com biopolimeros para aplicagoes biomédicas.

Sistemas Diametro
.. médio das Aplicacoes Referéncias
poliméricos
fibras
163 +1 TANRIVERDI
PLGA/DEX 63 Curativo para feridas (TANRIV
um et al., 2018)
NGUYEN et
PLA/Cur (1,25%m) 666 + 130 nm Curativo para feridas ( ©
al., 2013)
AGANATHA
PU/Nitrato de Zn 568 £ 137 nm Curativo para feridas IEIJ, NC[} ANL 2019)
Cicatrizagao de (MORE et al.,
PVA ~ —
VA/CO 300 — 350 nm feridas 2020)
Inibigao do
crescimento (SOSCIA et al.,
PLGA/Cloran 0,5—-1,0 um bacteriano e 2010)
cicatrizagao de feridas
661 £ 428 . . (FADAIE et al.,
PCL/N E h t
CL/NC 805 £ 433 nm ngenharia de tecido 2018)
BAHRAMI et
PU/G 305 £ 85 nm Engenharia de tecido ( al., 2019) ©
PHBV/SF 706 + 213 nm Regeneracdo do tecido  (UNALAN et

0sseo al., 2016)
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PLGA/PEO 150 + 47 nm Slstema de eptrega d.e (VASHISTH et
farmacos antitumorais al., 2015)
HEN et al.
PEO/AH 210 nm Regeneragdo tecidual € crals
2016)

.. Sistema de entrega de (ZENG et al.,
PLLA/Doxorrubicina 0,36 um FArmaco 2005)
PLGA/Gelatina 310 4 24 nm Slstema’de entregade  (MENGetal.,

farmaco 2011)
Curativo para
. : VARSHOSAZ
PVA/PVAc-CipHCI 405 nm liberacdo controlada (
; etal., 2011)
de farmaco
ROSIC et al.
PEO/Quitosana 40 — 100 nm Curativo para feridas ( 201 S A
. . ARDESHIRZA
PEO/Quitosana/G Sistema de liberag¢ao (
o 95 nm controlada de fArmaco DEH et al,
2015)
. L (CHARERNSRI
Quitosana- Cicatrizacao de
100 + 19 nm ) WILAIWAT et
TPP/PVA feridas al., 2012)
) . BUI et al.,
Cur-PCL/PEG 680 nm Curativo para feridas ( 20 le 4)a
Cicatrizagdo de (LIU et al.,
Alg/PLGA-CIP 47+£2
NaAlg/PLGA-C 747233 nm feridas 2018b)
Cicatrizagdo de (KARAMI et
PLA/PCL 373 nm feridas al., 2013)
COSKUN et
PVA/NaAlg 100 £ 13 nm Curativo para feridas ( al 3 201 4)e

DEX: Dexpantenol (emoliente cutineo); Cur: Curcumina (agente antioxidante); CO: Oxido
de Cério; Cloran: Cloranfenicol (antibidtico); NC: Quitosana Nanofibrilada; G: Grafeno; SF:
Fibroina de Seda; AH: Acido Hialuronico; CipHCI: Ciprofloxacina HCl; GO: Oxido de
Grafeno; TPP: Pirofosfato de Tiamina; NaAlg: Alginato de Sodio; CIP: Ciprofloxacina.

2.4.2.1 Poli (acido lactico-co-acido glicolico) - PLGA

O copolimero de Poli (4cido lactico-co-acido glicolico) — PLGA (Figura 13 ¢),

polimerizado aleatoriamente a partir dos mondmeros de acido lactico (LA) e acido

glicolico (GA), conforme Figura 13 a e b, respectivamente (CASTRO, 2018), ¢ um

poliéster alifatico sintético, com temperatura de transicao vitrea (Tg) na faixa de 40 a 60

°C. O PLGA tem atraido cada vez mais aten¢do a pesquisa devido sua biocompatibilidade,

biodegradabilidade, ndo toxicidade e capacidade para encapsular medicamentos com alta

eficiéncia para entrega local controlada (BIANCHERA et al., 2020; GAO et al., 2021).

Pertencente ao grupo dos poli(a-hidroxi ésteres) saturados, ¢ aprovado para uso em



66

humanos pela Food and Drug Administration (FDA) (JAIN, 2000a). Suas aplicagdes
incluem suturas reabsorviveis, clipes cirurgicos reabsorviveis, sistema de liberacao

controlada de farmacos implantavel e injetavel, dentre outras (LIU et al., 2010).

Figura 13. Representagdo da estrutura quimica dos monomeros de (a) LA, (b) GA e (¢c) PLGA
(GENTILE et al., 2014b).

] o o] o
OH )—‘\/OH
HO * HO
CH,
o)

o H
HO ‘HT(\O/}(
CH, o

O PLGA possui diversas vantagens, como a versatilidade de suas propriedades
fisico-quimicas e mecanicas, que dependem em grande parte da propor¢do dos dois
monomeros (GAO et al., 2021). Sua sintese pode ser feita por policondensacdo do LA e
do GA ou por abertura de anel dos mesmos. A degradacdo, podendo ser a uma taxa
controlada, ocorre via hidrolise das ligagdes ésteres, através de erosao heterogénea ou em
massa. Sua taxa de degradacdo pode ser sincronizada com a taxa de epitelizagdo da ferida
(MIR et al., 2018). Os subprodutos gerados da degradacao extracelular do PLGA serdo,
posteriormente, hidrolizados em lactado e glicolato, e entdo, fagocitados. Eles terminam
sua rota metabolica em gas carbonico e 4gua (eliminados através da urina e da respiragdo)
(CASTRO, 2018) (MARTINS et al., 2018a) (JAIN, 2000b). Entretanto, o polimero ainda
apresenta algumas defasagens, como a falta de sitios de reconhecimento celular e a
hidrofobicidade. Além disso, o acimulo de produtos de degradacdo, derivados da
hidrélise do PLGA, podem alterar o pH local, tornando o meio 4cido e provocando
irritagdo no tecido, em casos mais graves, uma resposta inflamatéria (CASTRO, 2018)
(GENTILE et al., 2014a) (MARTINS et al., 2018b) (SHEN et al., 2019). De toda forma,
diversos artigos t€ém reportado o uso do PLGA como composto ativo em aplicagdes na
cicatrizagdo de feridas (FREDENBERG et al., 2011; PORPORATO et al., 2012; REIS et
al., 2017).
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2.4.2.2 Poli (6xido de etileno) — PEO

O Poli (6xido de etileno) PEO é um polimero sintético, hidrofilico, solivel em agua,
com propriedades favoraveis como biodegradabilidade, biocompatibilidade e nao
toxicidade. Tem sido usado para diferentes aplicagcdes biomédicas como engenharia de
tecidos cartilaginosos e curativos, além disso, apresenta boas caracteristicas de formagao
de fibras para produgdo via técnica de eletrofiacdo (AMIRI et al., 2020). Normalmente os
polimeros comerciais sdo fornecidos em um ou alguns graus de massa molecular. No
entanto, o PEO estd disponivel em uma ampla faixa de massas moleculares (F.E.
BAILEY; KOLESKE, 1976).

O PEO nao ¢ so6 soluvel em agua, como também em varios solventes organicos
comuns, como acetonitrila, metoxibenzeno, cloroférmio, dicloreto de etileno,
dimetilformamida e dicloroetano. Entretanto, é insoltivel em hidrocarbonetos alifaticos,
dietilenoglicol, etilenoglicol e glicerina (F.E. BAILEY; KOLESKE, 1976).

Devido a simplicidade de sua unidade basica de repeticao [-(CH2CH20)-] Figura
14 — 0 PEO ¢ um dos polimeros sintéticos solivel em 4gua mais pesquisados. A presenca
do 4tomo de Oxigénio (O) no seu mondmero, muda inteiramente a natureza das interacdes
e, portanto, a termodindmica do PEO quando dissolvido em varios solventes

(HAMMOUDA; HO; KLINE, 2004).

Figura 14 Representagdo da estrutura quimica da unidade de repeti¢cdo do PEO.

O PEO ¢ um polimero aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) como
material seguro para uso biomédico e para contato com alimentos. Ele pode ser usado
para encapsular uma ampla variedade de compostos antioxidantes, antimicrobianos ou
farmacos para obter nanofibras adequadas para as aplicacdes propostas
(SOLABERRIETA et al.,, 2020). A adesdo, migragdo e proliferacdo celular sdo
geralmente melhoradas controlando a molhabilidade e as caracteristicas de superficie do
scaffold (TOTTOLI et al., 2020). Diante destes fatos, o PEO foi escolhido para ser
coaxialmente eletrofiado junto ao PLGA, com a inten¢do de desenvolver uma blenda
nanofibrosa com propriedades unicas e desejaveis para incorporacdo de um farmaco

analgésico a fim de minimizar o sofrimento de pacientes com ulcera arterial.
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2.4.3 Blenda de PLGA ¢ PEO

Para o caso de feridas com espessura total, que se estendem inteiramente pela derme,
como as ulceras arteriais, muitos substitutos de pele (por exemplo: xenoenxertos,
aloenxertos e autoenxertos) t€m sido aplicados para o tratamento de cicatrizagao (DUAN
et al., 2006). Entretanto, as desvantagens sdo facilmente analisadas, tendo em vista a
disseminag¢do da infeccdo, uma resposta imunoldgica e a manutengdo precaria do
ambiente da ferida (DUAN et al., 2006). Como estratégia para sobrepor estes obstaculos,
estruturas nanofibrosas tém sido amplamente desenvolvidas para produg¢ao de um
equivalente de pele, devido as propriedades mecanicas, biologicas e cinéticas dos
componentes serem facilmente manipuladas alterando-se composigdes ¢ parametros de
processamento (GHASEMI-MOBARAKEH et al., 2008).

A mistura de polimeros ¢ um dos métodos mais eficazes para fornecer novos
biocompositos, com propriedades desejaveis para uma aplicacao especifica (GHASEMI-
MOBARAKEH et al, 2008). A mistura de polimeros sintéticos hidrofébicos e
hidrofilicos por exemplo, melhora a adesdo celular, enquanto a taxa de degradacao pode
ser modificada dependendo da aplicacdo (LI et al., 2012) (SENTHIL et al., 2018).

A blenda PLGA/PEO tende a fornecer um ambiente adequado para o processo de
cicatrizagdo de feridas, unindo propriedades de ambos polimeros. A ideia ¢ obter
nanofibras homogéneas em termo de secdo tranversal e elevada area de superficie, bem
como distribuidas de forma aleatdria, com alta resisténcia mecanica, por conta do PLGA,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e hidrofilicidade favoravel
devido ao PEO. Essas membranas fabricadas, com porosidade acentuada, serdo entdo
exploradas como um sistema de liberacao do farmaco analgésico de Ibuprofeno (IBU).

De fato, o potencial destes compostos unidos como uma blenda é extremamente
elevado, uma vez que diversos estudos tém sido realizados na abordagem da blenda de
PLGA/PEO nanofibrosa para aplicacdes biomédicas na, incorporagdo como agente contra
células de carcinoma de mama humano (MCF-7) (VASHISTH et al., 2015), em suturas
vasculares antitrombdticas (BAE et al., 2018), para liberacdo controlada de fator de
crescimento epidérmico humano recombinante (thEGF) e fator de crescimento de
fibroblastos basicos humanos recombinante (rhbFGF) (MIRDAILAMI et al., 2015),
como agentes antiaderentes pos-operatorio (KO et al., 2017), e outras varias aplicagdes
dentro da engenharia de tecido, entrega de medicamentos e terapia de cancer (YOO; KIM;

PARK, 2009; NOROUZI; NAZARI; MILLER, 2017).
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2.5 IBUPROFENO (IBU)

O ibuprofeno (IBU) foi o analgésico escolhido a ser incorporado nas nanofibras de
PLGA/PEO. O composto, além de analgésico ¢ também um antiinflamatorio nao
esterdide (CHEN, 1993). E amplamente utilizado no tratamento de dor e inflamagcao, com
destaque para redugdo do desconforto em diversos tipos de artrite. O IBU é quimicamente
denominado acido 2—(4-isobutilfenil)-propidnico (HOLANDA, 2015a). Geralmente ¢
fornecido na sua forma critalina (CHEN, 1993). A estrutura quimica esta representada na
Figura 15. Com o desenvolvimento de uma cobertura nanofibrosa a difusao da substancia
ativa poderd ser facilitada, devido as caracteristicas Unicas da estrutura em rede
tridimensional com elevada area de superficie e porosidade acentuada. Além disso em
sistemas de liberacdo de drogas, revestir a fibra com uma estrutura core-shell pode
controlar efetivamente o perfil de liberagcdo do medicamente. O design especifico ¢ util
para incorporar o medicamento ativo na parte central das nanofibras, proporcionando
assim, a possibilidade de evitar qualquer dano causado aos medicamentos incorporados

(PANT; PARK; PARK, 2019).

Figura 15. Estrutura quimica do Ibuprofeno. Adaptado de JIANG et al., (2004).
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JIANG; FANG; HSTAO, 2012, estudou a cinética de liberagao de ibuprofeno (IBU)
de membranas eletrofiadas de duas formas, na primeira o medicamento foi incorporado
diretamente nas membranas de PLGA e PLGA/PEG-g-Quitosana onde foi conjugado
eletrostaticamente através de interagdes eletrostaticas entre os ions, usados para substituir
as funcionaliza¢des covalentes, e na segunda o IBU foi conjugado covalentemente ao
componente PEG-g-Quitosana antes da eletrofiacdo. Uma liberacdo inicial de explosdo
foi observada para as nanofibras de PLGA contendo 5 % de IBU, o perfil de liberagao
rapida do farmaco foi devido a simples difusdo do IBU da estrutura altamente porosa da
membrana eletrofiada e a falta de interagdes entre PLGA e IBU, ap6s 4 dias de incubagao
mais de 85 % do IBU foi liberado. Por outro lado a adigao de PEG-g-Quitosana moderou
largamente a taxa de liberagdo de IBU das nanofibras de PLGA/PEG-g-Quitosana. Isto

foi atribuido a interagdo entre as por¢des carboxila do IBU e as moléculas cationicas de
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quitosana, o que resultou na limitac¢ao da taxa de difusao do IBU. E por fim, as membranas
preparadas com PLGA/PEG-g-Quitosana/IBU onde o farmaco foi conjugado
covalentemente as cadeias de PEG-g-Quitosana, mostraram uma cinética de libergado
pseudo-linear, com menos de 40 % de IBU sendo liberado mesmo apos 16 dias de
incubagdo. A taxa de liberagdo lenta foi devido a conjugacao entre o IBU e a Quitosana.
De acordo com os resultados pode-se constatar que diferentes perfis de liberagdo de
drogas a partir de membranas eletrofiadas podem ser alcancados pela mistura do
medicamento com as nanofibras ou por conjugacgao covalente do mesmo.

YUAN et al., 2014, analisou histologicamente a cicatrizagdo de feridas com a
aplicagdo de nanofibras eletrofiadas de poli(L-acido lactico) PLLA, PLLA-IBU e PLLA-
IBU-SB (onde SB: NaHCO3), a fim de determinar os efeitos celulares nas feridas apds
aplicagdo topica dos diferentes suportes fibrosos. Com a aplicacio do PLLA, uma
explosao de células inflamadas apareceu no 7° dia e esse fendmeno continuou até o 14°
dia. Para as amostras de PLLA-IBU-SB e¢ PLLA-IBU, a maior infiltragdo de células
inflamadas apareceu no 3° dia, mas em menor grau em relagao ao PLLA. Especialmente
para o grupo PLLA-IBU-SB, o controle da reacdo inflamatdria foi melhor que o grupo
PLLA-IBU. No 7° dia a infiltra¢do de células inflamadas reduziu nos grupos PLLA-IBU-
SB e PLLA-IBU, ¢ a estrutura do septo intermuscular tornou-se evidente. Para o grupo
PLLA, as fibras musculares apresentaram microestrutura normal e disposi¢cdo regular
apenas no 21° dia, enquanto nos grupos PLLA-IBU-SB e PLLA-IBU isso ocorreu no 14°
dia, e os tecidos musculares tornaram-se completamente normais no dia 21. As amostras
foram analisadas em comparagdo a um grupo controle como indicado pelas imagens da

Figura 16.
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Figura 16 Histologia de tecidos musculares feridos

(Coloragdo H&E apos 1-21 dias) (YUAN et al., 2014).
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JORGENSEN et al., (2006) por sua vez, reportaram a eficdcia analgésica e
cicatrizante de um curativo de espuma ndo adesivo, conhecido comercialmente por
Biatain-Ibu (Coloplast A/S), que consiste em uma espuma de poliuretano (PU) hidrofilica
contendo Ibuprofeno em concentragdo de 0,5 mg.cm™ como parte integrante da matriz.
O IBU ¢ liberado na ferida quando em contato com o exsudato secretado. Segundo
reportado, o farmaco ¢ liberado durante todo o tempo de uso (2 — 3 dias). As imagens da
Figura 17 mostram (a) a espuma sendo aplicada diretamento no local da ferida e (b) a

espuma com relativa absorc¢ao do exsudato da ferida.

Figura 17. Espuma de Biatain-Ibu a) no momento da inser¢do a ferida; b) apds absorc¢do do
exsudato da ferida. (KIRBY, 2008).
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2.6 CURATIVOS ATIVOS COMERCIALMENTE DISPONIVEIS

Outros exemplos de curativos ativos feitos com biopolimeros para cicatrizagdo de
feridas foram j4 relatados. Devido a sua semipermeabilidade, o poliuretano (PU) tem sido
extensivamente estudado como material para curativos. Estes curativos sao impermeaveis
a bactérias e agua, mas permeaveis a gases com ambiente imido desejavel para que ocorra
a cicatrizagdo de feridas. As membranas a base de PU comercialmente disponiveis estdo
apresentadas nas imagens da Figura 18, (a) Tegaderm™, 3M Health Care e (b) Opsite,
Smith & Nephew (ZHONG; ZHANG; LIM, 2010).

Figura 18 Curativos de PU (a) Tegarm™,; (b) Opsite.
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A poliamida, outro biopolimero amplamente utilizado na sutura é também
aplicado em cobertura de feridas na forma de malha, principalmente para feridas causadas
por queimaduras, a aplicagio do curativo Biobrane™, Dow B. Hickam, Inc. pode ser
observado nas imagens (a), (b) e (¢) da Figura 19 (ZHONG; ZHANG; LIM, 2010).

Figura 19 Reepitelizagio da ferida com o curativo Biobrane™, (a) dia 0; (b) dia 6; (c) dia 9
(WEE CHEAH; CHONG; TAN, 2014).

Por fim, uma malha de PGA/PLA (Poliglactina) foi cultivada com fibroblastos

neonatais humanos levando ao desenvolvimento de um produto comercial, o
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Dermagraft® (Advanced Tissue Sciences) — Figura 20. Este curativo tem sido usado com
sucesso no tratamento de ulceras diabéticas no pé com espessura total. A malha de
Poliglactina suporta a distribuicdo homogénea das células e resiste a for¢a contratil das
mesmas. Entretanto o scaffold tem os problemas de superficie como hidrofobicidade e

adesdo celular limitada (ZHONG; ZHANG:; LIM, 2010).

Figura 20 Dermagraft® como recebido do pacote (MARSTON, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento das membranas eletrofiadas foi utilizado o polimero
sintético hidrofobico de Poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) com proporcao de
L-lactideo (LA) e Glicolidio (GA), respectivamente de 82 e 18. Dados do fabricante:
Resomer® LG 824 S, viscosidade inerente 1,7 ~ 2,6 [dL.g™']; disponibilizado pela Evonik
Industries (Alemanha) (CASTRO, 2019). O segundo polimero para composi¢dao da
blenda foi o polimero sintético hidrofilico de Poli (6xido de etileno) (PEO) com massa
molar de 100 kDa fornecido por Aldrich Chemical Company Inc. Por fim, o farmaco
escolhido para incorporar as nanofibras foi o analgésico Ibuprofeno (IBU), acido 2—(4-
isobutilfenil)-propidnico, Ci3His02, Mw = 206,3 Da, fornecido pela Sigma (St. Louis,
Moscou) (HOLANDA, 2015). Como solventes, Dicloroetano (DCE) e Dimetilformamida
(DMF), na propor¢dao 3:1 (DCE:DMF), fabricados pela empresa Vetec. Algumas

propriedades dos solventes utilizados sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 Propriedades dos solventes utilizados neste estudo.

Tensao Constante Temperatura Parametro
Densidade Condutividade
Solvente superficial dielétrica de ebuli¢do solubilidade
(g.cm™) (uS.cm™)
(nN.m™) (®) (°C) (MPa)'?
DCE 32,5 10,2 83,5 1,25 20,2 0,70
DMF 37,1 38,3 153,0 0,95 24,0 6,72

3.2 METODOLOGIA

A metodologia proposta para este trabalho divide-se em duas etapas, a preparagdo
das solucdes poliméricas com diferentes concentragdes a fim de investigar a influéncia

dos compostos nas propriedades adquiridas, e posteriormente, a eletrofiacdo das solugdes.

3.2.1 Preparacio das solucdes poliméricas

O processo aqui descrito conforme ilustrado nas imagens da Figura 21, consiste na
preparagdo de 8 formulagdes poliméricas, sendo elas, solugcdes de PLGA puro (PLGA),
PLGA com Ibuprofeno (PLGA_IBU), PLGA com PEO (PLGA/PEO), PLGA com PEO
e Ibuprofeno (PLGA/PEO IBU), sendo que as solu¢des da blenda de PLGA/PEO e
PLGA/PEO_IBU possuem 3 diferentes concentragdes de ambos polimeros: PLGA/PEO
70:30; PLGA/PEO 50:50 e PLGA/PEO 30:70. As solugdes foram misturadas em béquer
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de 10 mL em meio aos solventes de Dicloroetano e dimetilformamida (DCE/DMF) em
proporcdes de 3:1 e foram agitadas com o auxilio de um agitador magnético por 2 h a 50
°C.

A concentracdo massica de PLGA foi atribuida de acordo com trabalho
anteriormente reportado por (CASTRO, 2018). Segundo a autora, a melhor concentragao
de PLGA para obtencdo de fibras uniformes e livres de defeitos do tipo beads ¢ de 7,4
%m em rela¢do ao solvente. A concentracao massica de PEO foi atribuida em estudos
previamente realizados pelo grupo de pesquisa, a partir dos quais observou-se o efeito da
variacdo massica do PEO nas fibras eletrofiadas e determinou-se que a melhor
concentragdo para obtencdo de fibras uniformes e livres de defeitos do tipo beads é de 12
%m em relagdo ao solvente. E por fim, a concentragdo massica de IBU foi definida com
base na revisdo bibliografica de artigo publicado por (JIANG; FANG; HSIAO, 2012). De
acordo com os autores, o componente analgésico apresenta boa liberagao pelas nanofibras
com uma fragdo massica de 5 %m em rela¢do a matriz polimérica.

Deste modo, primeiramente foi realizado a dissolu¢do do PLGA puro com
concentragdo de 7,4 %m em relagdo a mistura de solventes DCE:DMF, posteriormente
foi acrescentado o PEO, tomando como referéncia sua concentragao de 12 %m em relagao
a massa de solvente, foi feito um célculo do qual considerou-se a massa inicial de PLGA
puro como sendo 100 % de polimero, e a partir desta concentracao percentual, foi possivel
obter o valor massico de PLGA e de PEO para as concentra¢des de PLGA/PEO em 70:30,
50:50 e 30:70. Por fim o farmaco foi incorporado em 5 %m referente a soma massica de

PLGA e PEO obtida para cada fragao.

Figura 21 Representacdo esquematica do processo de preparacao das solugoes poliméricas de
PLGA, PLGA 1BU, PLGA/PEO, PLGA/PEO_IBU. Desenvolvido pelo autor.

(7.4 %m) (7.4 %m)
1BU
(5 %m)
PLGA_IBU
[ ] [ I ]
2h;50°C 2h:50%C

PLGA e
(7.4 %m)
PEO
2 %m

PLGA/PEO PLGA/PEO 1BL PLGA/PEO_IBU PLGA/PEO_IBU
70:30; 50:50; 30:70) 70:30; 50:50; 30:70| (5 Yam) 70:30; 50:50; 30:70 70:30; 50:50; 30:70
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3.2.2 Eletrofiacio do PLGA, PLGA_IBU, PLGA/PEO e PLGA/PEO_IBU

As membranas eletrofiadas foram obtidas pelo processo de eletrofiagio com o
Equipamento Instor, localizado no laboratorio de Polimeros ¢ Compositos (POLICOM)
do Departamento de Engenharia Mecanica — UFSC Florianépolis. As solu¢des foram
eletrofiadas com o uso de uma seringa de 5 mL e agulha de 23 gauge (0,6 mm) durante 1
h sob tensdo de 18 kV, distancia de 25 cm e vazio de 1 mL.h"! , conforme estudo
previamente realizado para otimizacdo dos parametros de eletrofiagdo. Os parametros
ambientais, por serem varidveis oscilantes, foram definidas em uma faixa de valores de
22 £2°C e 55+5 %, respectivamente, para temperatura ¢ umidade. As membranas
eletrofiadas com fibras aleatoriamente distribuidas foram coletadas em uma placa

metalica estatica, forrada com uma folha de papel aluminio.

3.3 CARACTERIZACOES

3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA IBU foi observada
com um microscépio eletronico de varredura (MEV) (Jeol, modelo JSM-6390LV), com
fonte de elétrons de tungsténio e detector de elétrons secundarios, localizado no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC Floriandpolis. J& as
amostras de PLGA/PEO e PLGA/PEO_IBU com diferentes concentragdes dos polimeros
foi analisada com um microscopio eletronico de varredura (MEV) (TESCAN VEGA3),
com fonte de elétrons de tungsténio e detector de elétrons secundarios, localizado no
Laboratorio de Materiais (LabMat) — UFSC Floriandpolis. As amostras foram fixadas
com fita dupla face de carbono em um porta amostras, cobertas com ouro, e analisadas
sob tensdo de aceleragdo 10 kV. O diametro das fibras foi medido com o software /mageJ,
para cada amostra foram selecionados aleatoriamente 112 medidas, a fim de calcular o

diametro médio das fibras.

3.3.2 Area de Superficie especifica pelo método BET
A partir do método da adsorcdo de nitrogénio BET, foi possivel realizar ensaios de
fisissor¢ao para determinar a area de superficie BET, pelo procedimento BET (nomeado

por Brunauer, Emmet e Teller), sob a norma ASTM D 6556. As amostras foram
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previamente secas em temperatura de 70 °C sob vacuo (10 — 7 Torr). Posteriormente, a
adsorcao de nitrogénio gasoso foi medida a 77 K, em valor de pressdo relativa, de 0,0 a
1,0. O procedimento foi realizado na Central de Analises do Departamento de Engenharia

Quimica e de Alimentos (EQA) — UFSC Florianopolis.

3.3.3 Porosidade
A porosidade percentual foi avaliada usando as imagens morfoldgicas tiradas a

partir do Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), com auxilio do software ImageJ.

3.3.1 Analise de dngulo de contato

A hidrofilicidade das membranas eletrofiadas foram determinadas com a anélise de
angulo de contato. Uma gota de 10 uL de 4gua deionizada foi depositada por uma seringa
colocada verticalmente em relacao a superficie da membrana. Apds a gota ser depositada
por 5 segundos, o angulo de contato foi medido, as imagens foram posteriormente
analisadas pelo software ImagelJ para melhor precisdo. A fim de aprimorar o resultado, e
diminuir o erro de medida, 5 gotas foram depositadas em cada amostra. O método ¢
conhecido por gota séssil (sessile drop — SD) e realizado a temperatura de 24 °C, em um
gonidmetro Drop Shape Analyzer DSA25 da KRUSS, localizado no Laboratério de
Materiais (LabMat) — UFSC Florianopolis.

3.3.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), € importante
para andlise da composicdo quimica das membranas eletrofiadas. As andlises foram
realizadas com o auxilio do espectrometro Frontier (FTIR), do fabricante Perkin Elmer®,
no Laboratério de Analises Térmicas e Espectroscopia (LTE) da UFSC — Blumenau. Os
espectros foram obtidos em nimeros de onda de 4000 a 500 cm™, com actimulo de 32

varreduras e resolucdo de 4 cm’'.

3.3.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O DSC foi executado no Laboratorio de Analises Térmicas e Espectroscopia
(LTE) — UFSC Blumenau, com o equipamento DSC NETZSCH 214 Polyma da
fabricante NETZSCH Instruments®. Com esta analise foi possivel determinar a
temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de cristalizagao (Tc) do PLGA e do PEO,
temperatura de fusao (Tr) do PLGA e do PEO, a entalpia de cristalizacao (AH.), a entalpia
de fusdo (AHy) e o grau de cristalinidade do PLGA (Xc). A taxa de aquecimento durante
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o processo foi de 10 °C.min"' em uma faixa de temperatura de 0 4 200 °C, com atmosfera
de Nitrogénio, e fluxo de 100 mL.min™!. O grau de cristalinidade do PLGA foi obtido
através da Equacdo 3, considerando a entalpia padrdo de cristalizagdo do PLGA
teoricamente 100% cristalino (AH¢) como sendo 94,7 J.g™! (SANTOS, 2018).
AH
Xc = L x100 A3)

o AH®% x %m

3.3.4 Capacidade de absor¢ao (Intumescimento)

O ensaio para determinar a capacidade absorptiva das membranas eletrofiadas foi
realizado no Laboratorio de Polimeros e Compositos (POLICOM) — UFSC Florianopolis.
As amostras foram cortadas com dimensdo de 1 x 1 cm, em seguida pesadas a fim de
determinar a massa inicial ainda seca (Mseca). Posteriormente as amostras foram imersas
em 5 mL de 4dgua destilada, a temperatura ambiente (~25 °C), em periodo de 30 s. Ao fim
do tempo, o excesso de dgua sobre a superficie de cada membrana foi removido com
papel absorvente, e as amostras foram entdo novamente pesadas para determinar a massa
umida (Mumida). A absorcao (%) foi por conseguinte, calculada a partir da Equacao 4.

Absorcao (%) = W x 100 @)

seca

3.3.5 Ensaio de liberacao

O ensaio de liberagdo do farmaco de Ibuprofeno (IBU) das membranas em contato
com o reagente de PBS (Phosphate buffered saline) — tampao fosfato salino foi realizado
em triplicata. Os corpos de prova nanofibrosos foram cortados em tamanhos tal que
tivessem massa superior a 0,001 g, a fim de adquirir resultados relevantes para a liberacao.
As amostras foram entdo confeccionadas, suas respectivas massas medidas e
posteriormente foram imersas em 10 mL da solu¢do de PBS contida em tubos Falcon e o
cronometro acionado. Os tubos Falcon foram posicionados em uma incubadora com
agitacdo orbital (Didatica SP) em temperatura de 37°C e rotagdo de 100 rpm. No tempo
zero, as amostras foram imersas no recipiente com agua e apds um intervalo de tempo,
foi retirada uma aliquota para determinagdo da absorbancia em espectrofotometro UV-
Vis no comprimento de onda de 275 nm. A aliquota foi devolvida ao recipiente e as

medi¢des da absorbancia foram feitas em diferentes intervalos. A massa de IBU liberada
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por cada amostra foi entdo determinada a partir da curva de calibragdo do farmaco. A
analise foi realizada no Laboratorio de Meio Ambiente (LABMAM) da UFSC Campus

Blumenau.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 MICROESTRUTURA DAS MEMBRANAS ELETROFIADAS

As micrografias de MEV e os histogramas da distribui¢do de didmetro das
membranas eletrofiadas de PLGA e¢ PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como
PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes fragdes massicas de
PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70), sdo apresentadas na Figura 22 e 23, respectivamente.
Para o PLGA observa-se que as fibras formadas sdo uniformes e apresentam-se
aleatoriamente distribuidas, formando uma estrutura tridimensional com elevada
porosidade. As fibras de PLGA/PEO apresentam uma microestrutura semelhante as de
PLGA puro, com distribui¢do aleatdria, uniformes, formando a rede tridimensional de
elevada porosidade, sem mudangas significativas. Com a adi¢do de IBU ¢ possivel
verificar que a microestrutura das membranas se manteve uniforme sem a presenca de
defeitos. Porém sdo observados aglomerados de particulas no exterior das fibras, em todas
as micrografias das amostras com o farmaco incorporado.

A Tabela S apresenta os valores de diametro médio das fibras, das membranas
eletrofiadas de PLGA e¢ PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO ¢
PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes fragdes massicas de PLGA e PEO
(70:30, 50:50 e 30:70). Observa-se que ha uma tendéncia no aumento da distribui¢do de
diametros com a adicdo do PEO. A faixa de didmetros tornou-se mais espacada com a
presenca do polimero hidrofilico, entretanto, a média manteve-se estavel entre uma faixa
de ~ 600 nm. Ja com a incorporagdo do IBU, € possivel verificar um aumento no didmetro
das fibras. Em trés das quatro formulagdes — comparando as amostras com e sem
ibuprofeno — as fibras tornaram-se mais espessas com a incorporagdao do farmaco. Esse
comportamento pode estar associado ao encasulamento do firmaco analgésico no interior
das fibras eletrofiadas, sendo o efeito mais pronunciado para as fibras de PLGA IBU e
PLGA/PEO(30:70) IBU, como pode ser observado pelo histograma destas amostras,
com distribui¢do de 600 a 1200 nm e 500 a 1500 nm, e didmetro médio de 957 + 206 nm
€ 969 + 242 nm, respectivamente. O aumento do didmetro pode estar relacionado também
ao aumento da viscosidade da formulagdo, que consequentemente favoreceu o
desemaranhamento continuo das cadeias poliméricas devido ao maior tempo de relaxagao
para as fibras. Este aumento esta relacionado com o aumento do grau de emaranhamento
das cadeias poliméricas em solu¢@o, ocasionando fibras com maiores didmetros, devido

ao longo tempo de relaxagdo, que dificultou o estiramento do jato.
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Figura 22 Micrografias de MEV das membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA IBU,
bem como, PLGA/PEO e PLGA/PEO_IBU com diferentes fragdes massicas de PLGA/PEO
(70:30, 50:50 e 30:70), tensdo elétrica de 18 kV, vazdo de alimentagdo de 1 mL.h"! e distincia
agulha/coletor de 25 cm.

PLGA/PEO(70:30) PLGA/PEO(70:30)_IBU

SEM HV: 10.0 kV WD: 15.28 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 15.10 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5pm SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5 pum
View field: 27.7 ym  Date(m/d/y): 07/14/22 Performance in nanospace View field: 27.7 ym  Date(m/dly): 07/14/22 Performance In nanospace

PLGA/PEO(50:50) PLGA/PEO(50:50) IBU

SEM HV: 10.0 kV WD: 15.35 mm | VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 15.48 mm | | VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5 pm SEM MAG: 10.0 kx Det: SE § ym
View field: 27.7 um  Date(m/dly): 07/14/22 Performance in nanospace View field: 27.7 pm  Date(m/d/y): 07/14/22 Performance in nanospace

PLGA/PEO(30:70) PLGA/PEO(30:70) IBU

SEM HV: 10.0 kV WD: 15.23 mm | 111 VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 15.12 mm || VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5 pym SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5pum
View field: 27.7 ym  Date(m/dly): 07/14/22 Performance in nanospace View field: 27.7 pm  Date(m/dly): 07/14/22 Performance in nanospace




Figura 23 Histogramas com a distribui¢do do diametro das fibras.
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Tabela 5 Diametro das fibras das membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA IBU, bem
como, PLGA/PEO e PLGA/PEQO_IBU com diferentes fra¢des massicas de PLGA/PEO (70:30,
50:50 ¢ 30:70).

Membrana Diametro das fibras (nm)
PLGA 613 +£133
PLGA_IBU 957 £206
PLGA/PEQO(70:30) 657 £233
PLGA/PEQO(70:30) 1BU 584 +130
PLGA/PEO(50:50) 557 £ 126
PLGA/PEO(50:50) IBU 621 £133
PLGA/PEO(30:70) 577 £121
PLGA/PEO(30:70) IBU 969 + 242

4.2 AREA DE SUPERFICIE E POROSIDADE

A Tabela 6, apresenta os dados correspondentes a area de superficie das
membranas de PLGA, PLGA_IBU, PLGA/PEO(70:30) e PLGA/PEO(70:30) IBU, bem
como, a porosidade percentual de todas formulacdes envolvidas nesta pesquisa. A partir
dos resultados de area de superficie, concluiu-se que houve um decréscimo no valor com
a adi¢do do PEO. Esse comportamento, no entanto, pode ter tido influéncia do método de
analise, no qual utilizou-se 70 °C para temperatura de saida do gés. Essa temperatura ¢é
superior a temperatura de fusdo do PEO, sendo assim, o polimero pode ter sofrido fusdo
durante a analise, o que levou a esse decréscimo abrupto na area de superficie das
membranas, resultando, provavelmente, em valores que ndo estdo de acordo com os
valores reais de area de superficie para as nanofibras da blenda polimérica, estes
resultados corroboraram com a dificuldade de medida das amostras. Com a incorporacao
do farmaco analgésico foi possivel verificar também uma redugdo na area de superficie,
entretanto, mais singela, na ordem de 500 m2.g™!, indicando que as particulas estabelecidas
no exterior da fibra, influenciaram no resultado.

Com relacdo a porosidade percentual, obtida através do software ImageJ, foi
possivel verificar que todas as amostras apresentaram uma porosidade satisfatoria, dentro

da faixa de 60 a 80 %, com estes valores as fibras propiciam viabilidade celular em sua
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interface, permitem a difusao de fluidos, bem como de oxigénio, nutrientes e substancias
bioativas, necessarias para o tratamento de cicatrizacdo de feridas.
Tabela 6 Area de superficie, volume de poros e porosidade percentual das membranas

eletrofiadas de PLGA puro e PLGA 1BU, bem como, PLGA/PEO ¢ PLGA/PEO_IBU com
diferentes fragcdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70).

Membrana Area de Superficie Porosidade
(m*.g™) (%)
PLGA 676,4 74,32
PLGA _IBU 179,3 72,81
PLGA/PEQ(70:30) 2,454 71,11
PLGA/PEO(70:30) IBU 0,074 67,52
PLGA/PEO(50:50) - 68,11
PLGA/PEO(50:50) IBU - 67,88
PLGA/PEO(30:70) - 64,85
PLGA/PEO(30:70) IBU - 64,97

4.3 MOLHABILIDADE DAS MEMBRANAS ELETROFIADAS

O ensaio de angulo de contato em membranas eletrofiadas ¢ um método comumente
utilizado para avaliar a qualidade, a rugosidade e a hidrofobicidade/hidrofilicidade da
superficie (RYAN; PODUSKA, 2008; XIU et al., 2008). E uma técnica simples e
confiavel sobre a molhabilidade do material analisado, ela mede o quanto uma gota de
adgua se espalha sobre a superficie da amostra fornecendo informagdes sobre a
hidrofilicidade ou hidrofobicidade do material. A hidrofilicidade ¢ uma caracteristica
importate em biomateriais devido a sua influéncia na adesdo e proliferagdo celular.

O angulo de contato 0 ¢ definido como o angulo formado pelo equilibrio entre a
gota sobre as trés tensdes interfaciais como demonstrado pela Figura 24. Quanto mais
baixo o angulo de contato 0, mais hidrofilico ¢ o material, pois maior sua capacidade
absorptiva de d4gua. Ao contrario, quanto maior for o angulo de contato, mais hidrofobico

o material, pois menor afinidade com agua ele apresentara.
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Figura 24 Ilustragdo das interfaces do angulo de contato (6).

As imagens utilizadas para obtencao do angulo de contato entre a gota d’agua e a
amostra estdo apresentadas na Figura 25 e os resultados estdo mostrados no grafico da
Figura 26. A alta hidrofobicidade das nanofibras de PLGA puro e PLGA IBU ¢
demonstrada pelos seus valores de dngulo de contato, superiores a 90 ° e muito proximos
de 150 °. O angulo de contato obtido para as amostras de PLGA puro e PLGA IBU foram,
respectivamente de 145,09 £ 4,99 ° ¢ 143,19 = 2,14 °, como a diferenga é muito pequena
— em torno de 2 ° — ndo se pode concluir nenhuma influéncia da incorporacdo do
Ibuprofeno na molhabilidade das membranas. Essa caracteristica superhidrofobica das
membranas de PLGA e PLGA IBU pode ter sido dependente da estrutura/rugosidade da
membrana e ndo apenas da composi¢do da superficie.

Por outro lado, os resultados de molhabilidade se mostraram diferenciados,
tendendo a um comportamento hidrofilico com a adi¢do do PEO ao PLGA. A tnica
amostra que contém o polimero hidrofilico (PEO) que apresentou comportamento
hidrofobico foi a membrana de PLGA/PEO(30:70) com um leve decaimento no angulo
de contato de ~ 24 °, resultando em 119,24 + 3,73 °. Cabe destacar que, dentre as
formulagdes ¢ a que contém maior fragdo massica de PEO, e assim, esperava-se um
comportamento mais hidrofilico desta amostra. Todavia, como dito anteriormente a
estrutura e rugosidade da membrana pode ter influenciado neste resultado, como sugestao
de trabalhos futuros, citaremos refazer a andlise para esta amostra. De todo modo, as
demais membranas PLGA/PEO(30:70) IBU, PLGA/PEO(50:50) e PLGA/PEO(70:30),
ambas com e sem IBU, comportaram-se de forma hidrofilica, com angulo de contato
inferior a 90 °. Em termos de adesdo, quanto menor o angulo de contato, maior a afinidade

adesiva (SA, 2022).
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Figura 25 Imagens tiradas pelo Goniémetro na andlise de angulo de contato com as respectivas
medidas de angulo obtidas pelo software ImageJ.

PLGA PLGA_IBU

145,09 + 4,99 °

143,19 +2,14° r

[l [PLGA/PEO(70:30) | I_I;LGA/PEO(?O:SO) IBU |

9.24+1,80°

" [PLGA/PEO(50:50) | L:l;LGA/PEO(so:SO) IBU |

22,45+3,00° 11,78 £1,18°

u [ PLGA/PEO(30:70) | [ PLGA/PEO(30:70) IBU |
L W |

11924 +3,73° | 1737+269°
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Figura 26 Angulo de Contato das membranas eletrofiadas.
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4.4 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER

A Figura 27 apresenta os espectros de FTIR das membranas eletrofiadas de PEO,
PLGA e PLGA/PEO com e sem IBU, em uma faixa de 4000 a 500 cm™'. Todas as bandas
identificadas foram nomeadas e atribuidas de acordo com os dados da Tabela 8. Para o
PLGA foram identificadas bandas de absor¢ao relacionadas aos grupos carbonila, ésteres
e metilas. O PEO apresenta bandas dos grupos metila. Os espectros das amostras de
PLGA/PEO com proporgdes 70:30, 50:50 e 30:70, apresentaram os picos de absorcao
caracteristicos de ambos componentes. A presenca da fase cristalina do PEO ¢é confirmada
pelo pico triplo de C-O-C de vibragdo de alongamento em 1144, 1100 e 1060 cm™!, com
o maior pico de absor¢do em 1100 cm™ (ALUIGI et al., 2007). Nio foi possivel observar
nenhum pico especifico do IBU, provavelmente pelo fato de ter ocorrido sobreposicao
com o pico de 1750 cm™ do PLGA. O espectro da membrana eletrofiada de PLGA IBU
apresenta bandas similares ao de PLGA puro, com desconsideravel deslocamento nos
picos em 1380 e 868 cm’!. Por esse motivo, pode-se inferir que as particulas de IBU ndo

interagiram quimicamente com a matriz polimérica.
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Figura 27 Espectro de FTIR das membranas eletrofiadas de PEO, PLGA e PLGA contendo 5

%m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes

Tabela 7 Bandas de absor¢ao do infravermelho observadas nos Espectro de FTIR.
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P2 1750 Estiramento C=0 do COO
P3 1452 Deformacgao 6 CHz e CH»
P4 1380 Deformagao CHs e CH
P5 1344 Vibracdes CH>
P6 1268 Deformagao simétrica angular CH3 e CH>
P7 1182 Deformagao C-O do COO
P8 1100 Vibragao de alongamento C-O-C
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P11 368 Estiramento CéSquoO PeI I;/(i)b;r_ggﬁo P-O-H no
P12 842 Conformacao helicoidal
P13 752 Deformagao CH
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4.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A Figura 28 apresenta os termogramas de primeiro aquecimento do DSC das
membranas eletrofiadas de PLGA e¢ PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como
PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes fragdes massicas de
PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70). A membrana de PLGA puro exibe a temperatura de
transicao vitrea (Tg) em 58 °C, a qual varia entre 45,1 a 51, 14 °C nas amostras de
PLGA IBU, PLGA/PEO e PLGA/PEQO IBU. Foi observado um pico exotérmico em 97,6
e 79,6 °C para as membranas de PLGA e PLGA IBU, respectivamente, referente a
temperatura de cristalizacdo do polimero (T.) durante o aquecimento. A presenca deste
pico de cristalizacdo ¢ decorrente da inabilidade de formacdo total da fase cristalina
durante o processo de eletrofiagdo. Apesar do estiramento do jato polimérico na
eletrofiacdo, a formacao dos dominios cristalinos foi reestabelecida e finalizada durante
0 aquecimento realizado no ensaio de DSC. O pico endotérmico durante a fase de
aquecimento esta centrado em 159,6 °C na membrana de PLGA puro, relativo a fusdo da
fase cristalina do PLGA. Apds a incorporagdo do farmaco analgésico, a temperatura de
fusdo (Ty) reduziu de 159,6 para 143,15 °C. Sendo assim, pode-se observar que a adi¢do
de IBU produz uma leve alteragdo na etapa de fusdo do material, tornando-o mais
susceptivel a fundir, uma vez que menos energia € necessaria para realizar esta transi¢cao
de fase do material. Com a incorporacdo do IBU, a Ty do PLGA reduziu 10,75 °C,
passando de 58 para 47,25 °C, mostrando mais uma vez a influéncia na reducao de energia
necessaria para uma transi¢ao do estado vitreo para o estado maleavel.

Com a adi¢do do polimero hidrofilico (PEO), o pico endotérmico relativo a fusao
da fase cristalina, apresenta-se proximo ao encontrado para o PLGA puro, com resultados
entre 158 a 160,55 °C. E perceptivel que, conforme aumenta-se a fragdo do PEO, o pico
de fusao do polimero hidrofilico (~70 °C) torna-se mais evidente e o de fusao do polimero
hidrofobico (~160 °C) diminui consideravelmente. Para os resultados obtidos
relacionados a transicdo vitrea (Tg) destas blendas, pode-se observar que houve
sobreposi¢do da Ty do PLGA com a Trdo PEO.

Os valores da Temperatura de cristalizagao (T¢) foram encontrados a partir das
curvas de resfriamento no grafico da Figura 29. Percebe-se que a adicao do PEO fez com
que a cristalizacdo da matriz ocorresse em temperaturas mais baixas, enquanto que a
incorporacdo do IBU a blenda, aumentou a temperatura de cristalizagdo, exceto para a

amostra de PLGA puro, que com a incorporagdo do farmaco, tornou a T mais baixa.
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Como dito anteriormente, o firmaco analgésico quando incorporado a matriz de PLGA,
possivelmente influencia na reorganizacao das cadeias poliméricas.

No segundo aquecimento, observa-se um pico endotérmico mais pronunciado
correspondente @ Tr do PEO, proximo a Ty do PLGA, este pico sofre um leve
deslocamento para maiores temperaturas a medida que a concentragao de PEO na matriz
de PLGA ¢ aumentada, com valores de 61,06; 64,86 ¢ 67,00 °C para as amostras de
PLGA/PEO(70:30), PLGA/PEO(50:500 ¢ PLGA/PEO(30:70), respectivamente. Estes
valores estdo mais proximos ao estabelecido pela literatura quando comparados com o0s
valores encontrados nas curvas de primeiro aquecimento, foram eles: 59,83; 63,97 ¢ 65,31
°C para as amostras de PLGA/PEO(70:30), PLGA/PEO(50:50) ¢ PLGA/PEO(30:70),
respectivamente. Isto pode ser um resultado da reorganizacdo dos componentes
poliméricos, devido a mudanga no histérico térmico provocado pelo resfriamento e
sucessivo reaquecimento.

Como apresentado na Tabela 9, ¢ de acordo com os dados coletados pelo grafico
da Figura 30, do segundo aquecimento de DSC, a entalpia de fusdo (4Hy) da membrana
de PLGA puro foi de 3,38 J.g'!, com a incorporagio do farmaco analgésico esta entalpia
aumentou para 11,72 J.g"!. Os resultados sugerem que a incorporagio do IBU pode ter
influenciado a organizagdo das cadeias poliméricas de PLGA, aumentando o grau de
cristalinidade de 3,57 para 12,58 %. Da mesma maneira, com a adigdo do PEO os
resultados de 4Hytornaram-se superiores em comparacdo ao PLGA puro. Pode-se inferir
destes resultados, que o Ibuprofeno atua como agente nucleante na matriz de PLGA, ja o
PEO apresentou um grau de miscibilidade com o PLGA, o que explica a variagdo na Tt
do PEO e na Ty do PLGA. De fato, como analisado pela Tabela 9, o grau de cristalizagdo
de todas as amostras mostrou-se superior em relagdo a membrana de PLGA puro,
concluindo um aumento em suas regides cristalinas com a incorporagao do farmaco e
adicao do polimero hidrofilico. O grau de cristalinidade (X.) foi calculado com base na
Equacio 3, onde o AHr corresponde a entalpia de fusdo encontrada pro PLGA, o 4H%a
entalpia padrao de fusdo pro PLGA teoricamente 100 % cristalino e a %m a fragdo
massica de PLGA presente na amostra definida.

No Apéndice A, estdo apresentados os graficos com os resultados individuais dos
experimentos de calorimetria exploratoria diferencial para cada uma das amostras

ensaiadas exceto a amostra PLGA/PEO(30:70) IBU.
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Figura 28 Curvas do primeiro aquecimento de DSC das membranas eletrofiadas de PLGA e
PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU
com diferentes fragdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70).
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Figura 29 Curvas do resfriamento de DSC das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA
contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com
diferentes fragdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70).
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Figura 30 Curvas do segundo aquecimento de DSC das membranas eletrofiadas de PLGA e
PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU
com diferentes fragdes massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70).
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Tabela 8 Resultados extraidos do segundo aquecimento de DSC das membranas de PLGA e
PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO ¢ PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU
com diferentes fracdes massicas de PLGA/PEO (30:70, 50:50 e 70:30).

Membrana Te(°C) Te(C) Te(°C)  AH.  Ti(°C) Ti(°C) AH; Xe (%)
[PLGA] [PEO] [PLGA] (J.g') [PEO] [PLGA] Jd.gh [PLGA]

PLGA 58 - 98 19,36 - 160 3,38 3,57

PLGA_IBU 47 - 85 27,04 - 143 11,72 12,38
PLGA/PEO(70:30) 51 36 81 10,56 61 160 17,63 26,59
PLGA/PEO(70:30)_IBU 51 37 89 18,25 62 161 18,80 28,36
PLGA/PEO(50:50) 45 41 80 8,92 65 159 9,61 20,29
PLGA/PEO(50:50)_IBU 50 41 90 12,01 62 160 11,11 23,46
PLGA/PEO(30:70) 50 44 76 - 67 158 5,18 18,23
PLGA/PEO(30:70)_IBU 51 39 81 - 65 158 3,16 11,12

4.6 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO

A Figura 31 apresenta os dados percentuais de intumescimento para as membranas
de PLGA e PLGA contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO e¢ PLGA/PEO
contendo 5 %m de IBU com diferentes fragdes massicas de PLGA e PEO (70:30, 50:50
e 30:70) em tempo de 30 s. As medidas foram realizadas com trés amostras de cada
formulagao, e os percentuais foram tirados a partir da média e desvio padrdo entre as trés

medidas.
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Como pode ser observado pelo grafico, houve um aumento significativo de
intumescimento percentual a medida que a fragdo massica do poli (6xido de etileno)
(PEO) fora adicionado, isso deve-se ao fato do polimero possuir propriedades hidrofilicas
que sustentam uma absor¢ao de umidade maior em relagdo ao poli acido lactico-co-acido
glicolico (PLGA). Foi percebido também uma leve influencia do farmaco de Ibuprofeno
(IBU) no intumescimento das amostras, aumentando o percentual com a adi¢do do
analgésico.

A amostra que apresentou maior percentual de intumenscimento foi a de
PLGA/PEO(30:70) IBU, com 567 += 64 %, logo a frente da membrana de
PLGA/PEO(70:30) com 561 + 120 %, como esperado teoricamente, uma vez que o
percentual do polimero hidrofilico desta blenda ¢ maior.

Figura 31 Intumescimento das membranas de PLGA e PLGA contendo 5 %m de IBU, bem
como PLGA/PEO e PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes fragdes massicas de
PLGA/PEO (70:30, 50:50 e 30:70) utilizando agua destilada (Vol =5 mL) com tempo de 30 s.
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4.7 CINETICA DE LIBERACAO

A adicdo de farmaco as nanofibras pode ser uma alternativa as constantes trocas de
curativos/coberturas realizados ao longo da cicatrizagdo de uma ferida, portanto, €
necessario conhecer a cinética de liberagcdo do farmaco no meio fisioldgico. A curva de
calibra¢do do ensaio esta apresentada na Figura 32. Com o ajuste linear da reta gerada,
que foi de boa qualidade pelo valor do coeficiente de determinagdo (R?), ¢ possivel

calcular a concentragao de farmaco.
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Figura 32 Curva de calibragdo para o Ibuprofeno (IBU).
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Os resultados foram discutidos com base nas primeiras 8 horas de liberagao do
farmaco. A Figura 33 mostra o comparativo obtido para a média da massa de IBU
liberado (mg) por massa das coberturas (g) ao longo do tempo (h) das replicatas,
juntamente com seus respectivos desvios padrdes. Pelo grafico do PLGA IBU ¢ possivel
discernir que a amostra apresentou uma liberagao inicial rapida e a partir da segunda hora
o liberacdo massica comecou a se estabilizar ao longo do periodo, chegando a um valor
de 1,2022 + 0,0842 mg.g' em 7 h de liberagio. Ao contrario, as seguintes amostras
PLGA/PEO(70:30) IBU, PLGA/PEO(50:50) IBU e PLGA/PEO(30:70) IBU
apresentaram um perfil diferente de liberagdo. As nanofibras de PLGA/PEO(70:30) IBU
mostraram uma liberacdo inicial relativamente baixa com maior predominincia de
liberagdo depois das primeiras 2 horas e seu valor massimo em mg.g™! foi de 1,0425 +
0,7119.  Enquanto que as amostras de PLGA/PEO(50:50) IBU e
PLGA/PEO(30:70) IBU tiveram maior estabilidade ao longo de todo o perfil de cinética,
ou seja, liberaram praticamente toda a fragdo massica de IBU ja nas primeiras horas, com
um leve crescimento a medida que o tempo fora passando, numericamente essas amostras
apresentaram liberagdo massima de 0,3446 £ 0,0596 mg.g! € 0,5230 + 0,0380 mg.g™",

Apesar de o comportamento esperado para todas as amostras ser de acordo com o
perfil das nanofibras de PLGA_IBU, o resultado pode ser explicado pela presenca de PEO
na estrutura da blenda formada. Uma vez que o PEO € um polimero hidrofilico o mesmo
pode ter sido parcialmente dissolvido pela solugdo fisioldgica e consequentemente o
analgésico liberado quase que completamente nos primeiros momentos da analise. A
conclusdo pode ser reforgada pelo perfil apresentado com PLGA/PEO(70:30) IBU, por
ter a menor fracdo massica do polimero hidrofilico, o mesmo levou um tempo maior para
sofrer influéncia da solugao fisioldgico, e quando assim o ocorreu, liberou de forma rapida

o farmaco de IBU.
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O calculo da difussividade nao foi possivel de ser realizado, pois o ensaio nao
chegou ao equilibrio no periodo avaliado. Porém, o estudo de HRYNYK et al., 2012
mostra que a cinética de liberagdo de insulina passou a ser constante a partir de 14 dias
para as amostras com diferentes concentracdes € massa molares de PEG para esponjas,
durando por até 21 dias. Ainda, um estudo em fibras mostra que com concentracdo de
10% de CaCly, cerca de 66% do farmaco foi liberado em cerca de 36 h, fato este que pode
demonstrar que ¢ esperado uma alta taxa de liberagdo de farmaco inicialmente e que para
se atingir a estabilizagdo sdao necessarios alguns dias de estudo. De modo geral para a
aplicagcdo em cobertura epidérmica, ¢ desejavel que a liberagao do analgésico seja lenta,
tal que mantenha a atividade durante mais tempo, evitando a troca de curativos durante o
tratamento (TREVISOL, 2018). Idealmente a cobertura deve degradar-se na ferida
formando uma rede que auxilie a proliferacao e diferenciagao da matriz extra-celular, de
forma que a medida que as nanofibras degradam-se a matriz extra-celular se regenere.

Figura 33 Cinética de liberag@o do farmaco analgésico de IBU para as amostras de PLGA

contendo 5 %m de IBU, bem como PLGA/PEO contendo 5 %m de IBU com diferentes fragoes
massicas de PLGA/PEO (70:30, 50:50 ¢ 30:70).
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5. CONCLUSAO

A partir do estudo realizado nessa dissertacdo, foi possivel concluir que a
microestrutura das membranas de PLGA, PLGA IBU, PLGA/PEO e PLGA/PEO_IBU
apresentaram fibras livres de defeitos do tipo beads, com distribuicao aleatodria,
uniformes, formando a rede tridimensional de elevada porosidade.

A microestrutura das fibras eletrofiadas de PLGA apresentaram-se de maneira
similar as fibras de PLGA/PEO nas trés diferentes fragdes massicas avaliadas (70:30,
50:50 e 30:70), todavia, um aumento na distribuicdo dos diametros das fibras foi
observado com os histogramas. Com a incorpora¢ao do farmaco analgésico, ficou
evidente que houve encausulamento de particulas no interior das fibras, devido ao
aumento no diametro médio das mesmas, juntamente com, aglomerados de particulas que
foram observados no exterior das fibras.

A partir das analises de area supercial pelo método BET e porosidade pela analise
através do softwae ImageJ, foi possivel observar uma reducdo abrupta na area de
superficie, com a formag¢do da blenda, fato este que pode ter ocorrido devido a fusdo do
PEO durante a analise, considerando que a mesma ¢ realizada préxima a temperatura de
fusdo do PEO. Foi possivel o desenvolvimento de membranas com porosidade percentual
aceitaveis para a aplicagdo proposta, uma vez que tiveram resultados entre 60 e 80 %,
obtendo entdo a capacidade de viabilizar a respiracao celular e consequente troca de gases
e de nutrientes.

A adig@o do polimero hidrofilico de PEO, alterou o comportamento hidrofoébico do
PLGA, tornando a blenda mais hidrofilica, questdo essa observada através do ensaio de
angulo de contato. Todas as amostras com PEO, obtiveram resultados de angulo menores
que 90 °, esperado para materiais hidrofilicos, exceto a amostra de PLGA/PEO(30:70),
que pode ter sido mais influenciada pela qualidade e rugosidade da superficie.

Através da andlise de infravermelho, foi possivel verificar as bandas de absorc¢ao dos
polimeros que constituem a blenda polimérica, incorporados nas formulacdes propostas,
evidenciando a presenca dos grupos funcionais de carbonila, ésteres e metilas do PLGA,
bem como os grupos de metila do PEO.

Pela calorimetria exploratoria diferencial, verificou-se a influéncia dos compostos
adicionados nas temperaturas de transi¢do vitrea (Tg) e fusdo (Tr) do PLGA. A T, do
PLGA sofreu uma leve reducao com a presenca do PEO, e teve seu pico sobreposto ao

pico de Tt do polimero hidrofilico, que pode ter influenciado na varia¢do dos valores.
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Com a incorporacdo do fdrmaco, houve uma tendencia a redug¢do da T, do polimero
matriz, mostrando uma influéncia na reducdo de energia necessaria para a transi¢do de
fase. O pico de Tr do PLGA ficou cada vez menos pronunciado a medida que a
concentracdo massica de PEO foi acrescentada, de toda forma ele se manteve proximo
aos 160 °C em grande parte das analises. Adicionalmente, o grau de cristalinidade do
PLGA foi influenciado pela incorporacdo do farmaco e do PEO, mostrando uma
tendéncia ao aumento da porcentagem cristalina com a adigdo de ambos compostos, com
maior énfase para o PEO. Conclui-se entdo que o Ibuprofeno atua como agente nucleante
na matriz de PLGA, ja o PEO apresentou um grau de miscibilidade com o PLGA, o que
explica a varia¢do na Tr do PEO e na Ty do PLGA.

Pelo ensaio de intumescimento foi constatado que a adi¢do do IBU pode ocasionar
um aumento percentual no intumescimento das amostras, em contra partida, a formagao
da blenda com a adicio de PEO, ndo apresentou aumento significativo no
intumescimento, ao contrario do que se esperava de acordo com a literatura.

Dentro desse contexto, a partir dos resultados apresentados conclui-se que foi
possivel desenvolver membranas eletrofiadas de PLGA/PEO_IBU com microestrutura, e
propriedades fisico-quimicas apropriedades para serem utilizadas como curativos
analgésicos para o tratamento de feridas ocasionadas pelas ulceras arteriais. Dentre as
composicdes avaliadas, a membrana de PLGA/PEO(50:50) IBU com diametro médio
das fibras em 621 = 133 nm, porosidade em 67,88 %, angulo de contato de 11,78 + 1,18
°, Tge Trde 50 °C e 160 °C, percentual de intumescimento em 519 + 50 para 30 segundos
e cinética de liberacdo praticamente estavel ao longo do tempo, exibiu propriedades mais

satisfatorias para serem utilizadas na aplicacao proposta.
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Otimizar a dispersdo de IBU nas nanofibras;

e Realizar o ensaio de FTIR para verificar a curva de IBU puro e analisar quais suas
bandas de absorcao;

e Ensaiar o percentual de intumescimento para os tempos de 60 e 90 segundos;

e Realizar a degradacio in vitro com no minimo 4 meses, para verificar o tempo de
meia vida e a influéncia do IBU no pH do meio;

e (aracterizar o polimero por reometria (massa molar) e acompanhar a redugdo da
massa molar com o teste de degradacao a fim de ter um curativo atuando como
scaffold para crescimento da matriz extra-celular nas feridas;

e Avaliar as propriedades mecanicas das nanofibras eletrofiadas a fim de verificar
seu comportando para atuar como scaffolds de sustentacdo celular.

e Realizar um estudo de membanas eletrofiadas coaxialmente para verificar os
efeitos na molhabilidade e liberacao do farmaco;

e Efetuar estudo de permeabilidade ao vapor d’agua para verificar a capacidade de
permeabilidade das formualag¢des produzidas neste trabalho;

e Realizar um estudo de membrana bicamada para observar efeitos de adesdo
celular e permeabilidade ao vapor d’agua.

e Avaliar o método mais eficaz para esterilizagao do curativo.
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APENDICE A

Curvas de primeiro aquecimento, resfriamento e segundo aquecimento da analise
de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) das amostras de PLGA, PLGA 1BU,
PLGA/PEO(70:30), PLGA/PEO(70:30) IBU, PLGA/PEO(50:50),
PLGA/PEO(50:50) IBU e PLGA/PEO(30:70).

Figura 34 DSC PLGA puro.
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Figura 36 DSC PLGA/PEO(70:30).
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Figura 37 DSC PLGA/PEO(70:30) IBU.
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Figura 38 DSC PLGA/PEO(50:50).
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Figura 39 DSC PLGA/PEO(50:50) IBU.
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Figura 40 DSC PLGA/PEO(30:70).
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APENDICE B

Tabela com os valores calculados referentes a analise de Intumescimento para as
amostras de PLGA, PLGA IBU, PLGA/PEO(70:30), PLGA/PEO(70:30) IBU,
PLGA/PEO(50:50), PLGA/PEO(50:50) IBU e PLGA/PEO(30:70) e
PLGA/PEO(30:70) IBU.

Tabela 9 Calculo do Intumescimento percentual a partir das médias de massa inicial e final

ensaiada.
t=15s t=30s
Amostras Aumento DesvPad Aumento DesvPad

(%) (%) (%) (%)
PLGA 279 83 119 38
PLGA IBU 283 93 215 63
PLGA/PEO(70:30) 279 76 209 83
PLGA/PEO(70:30) IBU 301 35 473 103
PLGA/PEO(50:50) 292 68 491 55
PLGA/PEO(50:50) IBU 297 62 519 50
PLGA/PEO(30:70) 420 57 561 120

PLGA/PEO(30:70) IBU 463 67 567 64
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