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RESUMO

A pele, vital para a defesa do corpo, pode sofrer ferimentos que exigem
tratamento médico, especialmente em condicdes como diabetes ou infeccdes.
Os curativos convencionais tém limitagcdes, incluindo baixa capacidade de
absorcdo de exsudatos, 0 que requer trocas frequentes e pode causar dor e
atraso na recuperacdo. O uso de antibioticos para infec¢des também apresenta
problemas ambientais, de saude e criacdo de cepas resistentes de bactéria.
Assim, o objetivo deste trabalho é a obtengdo de uma membrana eletrofiada de
PCL/PEO com adicdo de nanoparticulas de ZnO com caracteristicas fisicas e
morfoldgicas ideais e que possua atividade antimicrobiana, para utilizacdo como
curativo funcional no tratamento de feridas. Para isso foi conduzido um estudo
da influéncia dos parametros de processo e adicdo de ZnONPs nas
caracteristicas da membrana, as amostras foram avaliadas quanto a
hidrofilicidade, por meio do angulo de contato, absorcdo de fluidos, FTIR,
morfologia (MEV), degradacdo em SBF, liberacdo de zinco por ICP-OES,
citotoxicidade e atividade antimicrobiana frente a bactéria Staphylococcus
aureus. O PEO foi introduzido com sucesso na matriz de PCL, comprovado pela
andlise de FTIR. A membrana com composi¢cdo PCL71PEO apresenta carater
hidrofilico, com um angulo de contato de 30,22 ° apds 3 s de contato, com uma
absorcao de fluidos de 246,7%. A morfologia das membranas foi controlada de
forma a obter uma porosidade de 76,57 + 0,70% e tamanho de poro de 21,46 +
8,49 um com fibras apresentando um certo grau de alinhamento, o didmetro
porém ficou acima da faixa desejada de 1 ym, com 2,93 + 2,05 ym para a
membrana com adi¢cdo de 5% de zinco. O material obtido apresentou liberacao
de zinco gerando a¢ao antimicrobiana comprovada pela formacdo de um halo de
inibicdo de 27,51 £ 1,44 mm com 5% de ZnO e € atéxico as células humanas. A
membrana eletrofiada com adicdo de ZnONPs apresenta potencial para
utilizagdo como curativo funcional em feridas infeccionadas, com absorgéo de
exsudatos dando possibilidade de vida util maior, menos trocas de curativo e
protecdo antimicrobiana, representando uma boa alternativa aos tratamentos
usuais.

Palavras-chave: Cicatrizacdo de feridas, curativos funcionais, nanoparticulas,

materiais antimicrobianos, ZnO.



ABSTRACT

The skin, vital for the body's defense, can suffer injuries that require medical
treatment, especially in conditions such as diabetes or infections. Conventional
dressings have limitations, including a low capacity to absorb exudates, which
requires frequent changes and can cause pain and delayed recovery. The use of
antibiotics for infections also presents environmental and health problems and
the creation of resistant strains of bacteria. The aim of this study was therefore to
obtain a PCL/PEO electrospun membrane with the addition of ZnO nanopatrticles
with ideal physical and morphological characteristics and which possesses
antimicrobial activity, for use as a functional dressing in the treatment of wounds.
To this end, a study was carried out into the influence of the process parameters
and the addition of ZnONPs on the membrane's characteristics. The samples
were evaluated for hydrophilicity, by means of contact angle, fluid absorption,
FTIR, morphology (SEM), degradation in SBF, zinc release by ICP-OES,
cytotoxicity and antimicrobial activity against Staphylococcus aureus bacteria.
PEO was successfully introduced into the PCL matrix, proven by FTIR analysis.
The membrane with PCL71PEO composition has a hydrophilic character, with a
contact angle of 30.22 ° after 3 s of contact, with a fluid absorption of 246.7%.
The morphology of the membranes was controlled in order to obtain a porosity of
76,57 + 0,70% and a pore size of 21, 46 = 8.49 um with fibers showing a certain
degree of alignment, but the diameter was above the desired range, with 2.93 £
2.05 pym for the membrane with 5% zinc addition. The material obtained showed
zinc release generating antimicrobial action proven by the formation of an
inhibition halo of 27.51 + 1.44 mm with 5 % ZnO and is non-toxic to human cells.
The electrospun membrane with added ZnONPs has the potential to be used as
a functional dressing for infected wounds, absorbing exudates and providing a
longer service life, fewer dressing changes and antimicrobial protection,

representing a good alternative to the usual treatments.

Keywords: Wound healing, functional dressings, nanoparticles, antimicrobial

materials, ZnO.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de pequenos ferimentos na pele é algo comum em nosso dia a
dia. A cicatrizacdo de tais ferimentos é um processo celular complexo, mas que
normalmente pode ser feita sem a necessidade de assisténcia médica. Contudo, estas
lesGes ou ferimentos podem infeccionar por acédo de bactérias, sofrer inflamacdes ou
atrasos na recuperacdo da pele causados por condicbes como a diabetes ou ma-
nutricdo (AHMED et al., 2021; BEHERA et al., 2017; ZHOU et al., 2022). O atraso na
cicatrizacdo caracteriza um ferimento crénico, em que nado ha a progressao normal do
processo de cicatrizacdo, com um prolongamento que ocorre em geral na fase
inflamatoria; com essa fase se prolongando ha um impedimento das fases seguintes
do processo e a ferida acaba nao cicatrizando (GOWDA et al., 2023; WU et al., 2023).
Estes ferimentos criticos necessitam de uma atencéo especial durante o processo de
cura, que na maioria das vezes requerem o0 uso de antibioticos.

A utilizacdo de antibiéticos em excesso na sociedade é um assunto que gera
preocupacao na comunidade cientifica (BARLOW, 2018; OUYANG et al., 2018, 2022).
A utilizacdo em larga escala de antibidticos pode gerar cepas cada vez mais
resistentes que requerem dosagens crescentes de medicamento, um grupo de
bactérias chamado de ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e
Enterobacter species) esta presente pelos hospitais no mundo todo demonstrando alta
resisténcia a antibiéticos. (ALY; AHMED, 2021; CHAVEZ-ESQUIVEL et al., 2021).

Vérios trabalhos vém buscando na utilizacdo de nanoparticulas (NPs) um meio
para evitar o uso de antibiéticos em ferimentos na pele que necessitam de um agente
antibacteriano (JOHARI et al.,, 2022; KANTIPUDI et al., 2018; YADAV; YADAV;
VERMA, 2021). As NPs podem ser usadas como agentes que encapsulam e liberam
extratos, medicamentos ou ions controladamente ou entdo podem ser diretamente
aplicadas NPs que possuem capacidade bactericida. Este € o caso de NPs metalicas
como as de Ag, Au (MENDES et al., 2020) ou Cu (MA et al., 2022), ou ceramicas como
oxido de zinco (ZnO), 6xido de grafeno (ALY; AHMED, 2021), TiO2 (BEHERA et al.,
2017), entre outras.

A aplicacao de curativos especiais baseados em nanotecnologia para aplicacao

em feridas vem crescendo e sendo estudada com interesse pela area da saude e
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biomateriais (BORGES et al.,, 2022; GAO et al.,, 2017; HARANDI et al., 2022;
HOSSEINI et al., 2022; HUANG et al., 2023; KARUPPANNAN et al., 2021; NASERI-
NOSAR et al., 2017; SHAHVERDI et al., 2022). As caracteristicas buscadas pelos
pesquisadores sdo a biocompatibilidade, resisténcia mecéanica semelhante a da pele,
baixa citotoxicidade, alta adesédo celular, morfologia porosa - que permite as trocas
gasosas, e carater hidrofilico ou alta molhabilidade que permita a entrada de agua e
a retencdo de liquidos exsudatos mantendo o ferimento em uma umidade adequada
e o tratamento adequado da infeccdo, que juntas possibilitem uma recuperacao
acelerada (AFSHARIAN; RAHIMNEJAD, 2021; RIBEIRO et al., 2021; ZHOU et al.,
2022).

Curativos funcionais contendo materiais compdésitos nanoestruturados que
imitam a estrutura da matriz extracelular (MEC) tem demonstrado capacidade superior
de regenerar os tecidos da pele quando comparados a curativos convencionais
(ZHOU et al., 2022). Tais nanocompésitos quando apresentados na forma de
membranas fibrosas favorecem ainda uma alta ades&o celular e aceleram os
processos de reparo tecidual. Busca-se nesses compositos fibras de diametros entre
300 e 1000 nm, porosidade controlavel entre 60 e 90% e tamanho de poro na faixa
entre 20 até 125 ym, que é ideal para a reparacdo da pele de mamiferos em geral
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; YANG et al., 2001). (REZVANI GHOMI et al., 2022)

A poli(caprolactona) PCL tem sido usada constantemente na elaboragéo de
nanocompositos aplicados em engenharia tecidual. Apresenta boas caracteristicas de
biocompatibilidade, propriedades mecéanicas e biodegradabilidade lenta. Sua baixa
molhabilidade, decorrente de um alto carater hidrofébico, limita a utilizacdo como
polimero puro na aplicacdo em curativos para regeneracdo da pele (AHMED et al.,
2021), mas seu uso tem sido empregado em conjunto com outros polimeros
biocompativeis como quitosana (EKAMBARAM et al., 2022), acetato de celulose
(AHMED; MENAZEA; ABDELGHANY, 2020), alginato (HU; LIN, 2022) e alcool
polivinilico (AGARWAL et al., 2021) e Poli(oxido de etileno) (PEO).

Os nanocompoésitos aplicados nas areas biomédicas tem frequentemente
utilizado nanoparticulas de prata como agente bactericida. Entretanto a prata em sua
forma metélica néo é facilmente dispersa na matriz e pode sofrer aglomeracgéo, o que
causa uma reducdo no potencial antibacteriano (FAN et al., 2016). O estudo de
Reithofer et. al (2014) indica que o tamanho ideal para as nanoparticulas de prata
(AgNPs) é de 25 nm (REITHOFER et al., 2014). A nanoparticula metalica de prata
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pode sofrer oxidagéo, o que prejudica as propriedades do compaosito (AHMED et al.,
2021), além disso as AgNPs apresentam uma toxidade maior para células de
mamiferos quando comparado com nanoparticulas de 6xidos como TiO2 e ZnO em
testes in vitro em altas doses, as AgNPs podem ainda causar efeitos de toxidade
cronica de longo prazo, ja que a prata permanece no organismo por longo tempo e
pode acumular (BONDARENKO et al., 2013; KAWATA; OSAWA; OKABE, 2009).

O o6xido de zinco (ZnO) vem sendo empregado em alguns trabalhos em
curativos para a pele na forma de nanoparticulas, apresentando boas propriedades
antibacterianas, anti-inflamatérias e aumentando a eficiéncia da cicatrizacdo. Como
vantagem 0 zinco possui uma baixa toxidade para células de mamiferos e é
reconhecidamente seguro para aplicacdes dérmicas (LIU et al.,, 2023; YADAV;
YADAV; VERMA, 2021).

Por essa razdo, ha um grande interesse pela pesquisa em novas alternativas
de materiais que desempenhem bem a funcdo de curativos para tratamento de
ferimentos na pele, em especial de ferimentos agudos ou crénicos. O ZnO ja é
frequentemente utilizado em produtos farmacéuticos e cosméticos como protetores
solares, pomadas cicatrizantes, pomadas para assaduras, tratamento de acne, entre
outras, devido as suas propriedades benéficas para a pele (LANSDOWN et al., 2007;
MOHAMMED et al., 2019; SCHWARTZ; MARSH; DRAELOS, 2005).

Recentemente estudos tém sido conduzidos utilizando-se de nanofibras
carregadas de nanoparticulas ceramicas para aplicacdes em reparo tecidual, porém
nao sao reportados estudos que utilizem membranas compostas por nanofibras de
PCL/PEO carregadas com nanoparticulas de ZnO para atuar como curativos
funcionais com acdo antimicrobiana. Diante disto, o objetivo deste trabalho é a
producdo de uma membrana com as carateristicas desejadas para aplicagdo como
curativo no tratamento de ferimentos na pele. A membrana sera desenvolvida por
meio da técnica de eletrofiacdo, utilizando um coletor rotatério ndo estético, gerando
um nanocompdsito que une nanoparticulas de ZnO com atividade antimicrobiana e
nanofibras de PCL/PEO. As membranas obtidas serdo testadas quanto a morfologia,
molhabilidade, perfil de degradacdo, perfil de liberacdo de zinco, atividade
antimicrobiana e citotoxicidade. Isto determinard a potencial utilizacdo dos

nanocompadsitos obtidos como curativos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver membranas eletrofiadas PCL/PEO carregadas com
nanoparticulas de oOxido de zinco (ZnONPs), que demonstrem propriedades

antimicrobianas e atuem no reparo tecidual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia das variaveis do processo (vazéo, distancia agulha - coletor,
rotacdo, tensdo) nas propriedades fisicas (diametro da fibra, porosidade,
tamanho de poro) de membranas eletrofiadas.

e Estudar a influéncia da adicdo de PEO na molhabilidade das membranas.

e Verificar a influéncia da quantidade de ZnO na atividade antimicrobiana das
membranas.

e Avaliar a citotoxicidade das membranas com acdo antimicrobiana constatada.

e Avaliar o perfil de liberacdo das nanoparticulas de ZnO.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 PELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo em organismos vertebrados e desempenha
uma série de funcgdes, protege os Orgaos internos de danos externos, forma uma
barreira contra microrganismos, calor, agentes quimicos, danos fisicos e radiagéo.
Outras funcdes importantes da pele incluem a deteccdo sensorial, a regulacédo de
temperatura, producdo de vitamina D e serve como um suporte para uma série de
apéndices como foliculos, glandulas sebaceas e sudoriparas (HAZRATI; DAVARAN,;
OMIDI, 2022; ZHONG; ZHANG,; LIM, 2010).

A pele é composta por 3 camadas distintas e altamente complexas, cada uma
composta por um arranjo celular diferente, sendo elas a epiderme, a derme e a
hipoderme. Em seu funcionamento normal a pele tem uma capacidade de auto
renovacao elevada, de forma que a cada periodo de 2 a 3 semanas uma nova camada
de pele é sobreposta (YILDIRIMER; THANH; SEIFALIAN, 2012).

Figura 1: Estrutura basica da pele humana.
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Fonte: Adaptado de (YILDIRIMER; THANH; SEIFALIAN, 2012).

A camada mais externa € a epiderme, € uma camada fina e composta em sua

maioria por células, € nossa barreira natural responsavel pelo controle da perda de
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agua e protecao contra danos externos. As células mais presentes na epiderme sao
0S queratindcitos que séo organizados em camadas e sao frequentemente renovados,
localizam-se na parte mais externa, proximo a camada mais inferior ficam os
melandcitos, que sdo encarregados pela pigmentacdo da pele (METCALFE;
FERGUSON, 2007; ZHONG; ZHANG,; LIM, 2010).

A derme é separada de epiderme por uma membrana e é a camada mais
grossa da pele nos mamiferos, € a camada responsavel por proporcionar resisténcia
e flexibilidade ao tecido e suporta uma alta vascularizacéo, o sistema linfatico e os
feixes do sistema nervoso. E uma camada relativamente ausente de células,
composta em sua maior parte pela matriz extracelular (MEC) formada por colageno,
elastina e glicosaminoglicanos (METCALFE; FERGUSON, 2007; ZHONG; ZHANG,;
LIM, 2010). As células mais presentes nessa camada sao os fibroblastos, estes sédo
células mesenquimais responsaveis pela producdo de enzimas como proteases e
colagenases, além de depositar colageno e fibras elasticas da MEC (DRISKELL;
WATT, 2015; METCALFE; FERGUSON, 2007; MORETTI et al., 2022).

A terceira camada e a mais interna € a hipoderme, composta principalmente
por gordura, colageno e tecido conjuntivo solto; é uma camada altamente
vascularizada e é responsavel pela regulacéo térmica, além de desempenhar funcdes
de protecdo mecanica (HAZRATI; DAVARAN; OMIDI, 2022; HUANG et al., 2022;
METCALFE; FERGUSON, 2007)

3.2 CICATRIZACAO DE FERIDAS (WOUND HEALING)

Por ser nosso 6rgdo mais exposto as condi¢cdes externas, quando a pele é
danificada uma série de fendmenos complexos é desencadeado, visando limitar a dor,
controlar infecgOes e acelerar a cura (YILDIRIMER; THANH; SEIFALIAN, 2012).
Agentes quimicos, biolégicos, ou traumas mecanicos sao o0s que frequentemente
causam danos a pele, podendo comprometer a funcdo de defesa desempenhado pelo
orgao (WANG et al., 2023).

O wound healing, termo que pode ser traduzido para portugués como
cicatrizacdo de feridas, € um processo biologico autorregulado e é normalmente
dividido em 4 fases, sendo elas (i) homeostase, (ii) inflamacao, (iii)) proliferacdo de
células e (iv) maturacédo/remodelamento da ferida e formacéao de cicatriz (GAJBHIYE;
WAIRKAR, 2022; GANTWERKER; HOM, 2012; WANG et al., 2023).
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Figura 2: Esquema das fases da cicatrizacdo de uma ferida
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Fonte: Adaptado de (NASERI; AHMADI, 2022)

Logo apds o ferimento ocorre a homeostase, 0 processo no qual o sangramento
€ interrompido, processo que pode levar algumas h para ser completado. Na
homeostase o0s vasos sanguineos danificados sofrem constricdo, ocorre a coagulagéo
do sangue, as plaquetas séo recrutadas e auxiliam na formacéo de uma casca inicial
de fibrina que sofre polimerizacdo e gera um scaffold para migracédo de células que
serdo importantes nos estagios seguintes da cicatrizacdo. Essas plaquetas sofrem
degranulacao e liberam vérias substancias que sdo fatores de crescimento, além de
liberar um sinal que recruta o sistema imunolégico. (GAJBHIYE; WAIRKAR, 2022;
GANTWERKER; HOM, 2012; HUANG et al., 2022)

A fase inflamatdria € iniciada pela migracao de células inflamatérias que ocorre
ao final da homeostase. Na primeira onda de células estédo os neutroéfilos que chegam
na zona da injuria em massa nas primeiras 24 h, esses sdo logo seguidos pelos
macréfagos, que chegam normalmente apés 48 h e permanecem até o final do
processo de cura (GANTWERKER; HOM, 2012). Os macro6fagos, juntamente com os
neutrofilos sdo os principais responsaveis pela limpeza de células degradadas e
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combate as bactérias no local, além disso liberam citocinas e fatores de crescimento
importantes para as proximas fases. As citocinas liberadas ajudam a regular a
inflamacé&o, promovendo a cicatrizacdo acelerada (GAJBHIYE; WAIRKAR, 2022). A
fase inflamatoria é essencial para a cicatrizacdo correta, o uso desnecessario de anti-
inflamatorios pode levar a uma cicatrizacdo deficiente, entretanto uma fase
inflamatoria prolongada (superior a 3 semanas) também pode resultar em uma
cicatrizagéo prejudicada ou ferida crbnica. Essa inflamacdo pode persistir devido a
uma contaminacao bacteriana muito grande, presencga de um corpo estranho na ferida
ou um trauma recorrente (GANTWERKER; HOM, 2012).

A fase proliferativa € complexa e envolve a ativacdo de fibroblastos,
macrofagos, queratindcitos e células endoteliais e a fase é marcada pela formagao de
MEC e formacdo de novos capilares que preenchem os defeitos deixados pelas
células danificadas (GAJBHIYE; WAIRKAR, 2022; GANTWERKER; HOM, 2012).
Nesta fase os fibroblastos exercem um papel fundamental produzindo colageno,
elastina e outros compostos essenciais para a formacao de tecido granuloso, geram
e depositam uma MEC proviséria que serve de suporte. O tecido de granulacéo é
formado por fibroblastos, pelo colageno depositado e por vasos sanguineos recém
gerados. As células endoteliais durante esse processo sao responsaveis pela
angiogénese, a formacdo de novos vasos sanguineos por meio de divisdo celular.
Durante essa etapa uma camada de exsudatos permanece sobre a ferida, sendo
responsavel por um ambiente Umido benéfico para o processo de cicatrizacédo
(GAJBHIYE; WAIRKAR, 2022; WANG et al., 2023).

A fase mais longa da cicatrizacdo é o remodelamento, nela ocorre a
substituicdo do colageno tipo Ill presente na MEC provisoria por colageno do tipo |
com um aumento da resisténcia. Nessa fase 0s vasos sanguineos nao essenciais sao
reduzidos, fibras elasticas da pele séo reconstruidas pela elastina e o tecido de
granulacdo é remodelado em tecido normal da pele, processo que pode demorar de
semanas até meses para ser completado (GAJBHIYE; WAIRKAR, 2022;
GANTWERKER; HOM, 2012; HUANG et al., 2022).

Quando o wound healing ndo ocorre normalmente, com uma ou mais etapas
se prolongando por um tempo anormal (nas fases homeostética, inflamatoria,
proliferativa ou de remodelamento) ha a formacdo de feridas cronicas. As feridas
cronicas apresentam visivelmente uma area lesada maior do que aquela da ferida

original, em que ha dano ao tecido e um fornecimento de sangue deficiente. Nessas
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feridas crbnicas os fluidos exsudados podem inibir o crescimento de fibroblastos e
queratindcitos, levando a uma menor quantidade de fatores de crescimento
secretados. Com o crescimento da epiderme comprometido ha um desequilibrio e a
morte celular supera esse crescimento, impedindo a cicatrizagdo. Uma série de
condi¢cbes patoldgicas podem favorecer um processo de wound healing disfuncional
como diabetes, desnutricdo, estresse e infeccoes (GOWDA et al., 2023; WANG et al.,
2023).

Nas infecgbes crbnicas o processo inflamatério € estendido e causa uma
cicatrizacdo mais lenta. Com uma quantidade abundante de macrofagos e neutréfilos
migrando para a zona periférica da ferida ha um aumento das citocinas que aumentam
a inflamacéo, atividade de protease aumentada e cria-se também uma zona rica em
espécies reativas de oxigénio (EROs) que tornam o ambiente fortemente oxidativo,
danificando as membranas celulares e a MEC (WU et al., 2023). Espécies reativas de
oxigénio (EROs) é um termo utilizado para englobar radicais livres e moléculas que
contém ao menos um atomo de oxigénio e sdo mais reativos do que a molécula de Oz
como os radicais hidroxila (OH"), anion hipoclorito (OCI) e superéxido (O2) ou
moléculas como o peroxido de hidrogénio (H202), dentre esses o H202 € 0 mais
presente nas células eucariontes (HERB; SCHRAMM, 2021; MAGNANI; MATTEVI,
2019). A angiogénese também é um fator importante em feridas cronicas, um
desequilibrio entre os fatores de crescimento pro e anti-angiogénese faz com que haja
uma diminuicdo do numero de novos vasos, resultando em um fornecimento de
nutrientes e troca de material deficientes. Como resultante da alta atividade de
protease acontece uma disfuncédo dos queratindcitos que falham em migrar e fechar
a ferida, atrasando a cicatrizacédo (WU et al., 2023).

Fatores que podem causar uma deficiéncia no processo de cicatrizagao da pele
e causar feridas cronicas incluem hiperglicemia, lesdes repetidas, inflamacéo
prolongada ou excessiva e infeccdo persistente. Nos pacientes diabéticos, por
exemplo, uma resposta imune deficiente, aliada com um fornecimento insuficiente de
oxigénio fazem com que as lesbGes se tornem feridas cronicas. Nos pacientes
diabéticos a hiperglicemia conduz a um alto nivel de EROs, superior ao limite
antioxidante do tecido, causando danos e tornando a fase inflamatoéria cronica. O
fornecimento de insuficiente de oxigénio também pode ser explicado pela
hiperglicemia, que gera no diabético um estreitamento e fechamento dos capilares

sanguineos préximos da leséo, levando a falta de nutrientes e oxigénio (ZHANG et al.,
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2023). Um desequilibrio nos fatores de crescimento responsaveis pela angiogénese,
producdo mais lenta de coladgeno e uma resisténcia mecanica menor no tecido da
ferida faz com que ocorra uma maior taxa de reincidéncia nos ferimentos
(GANTWERKER; HOM, 2012; GOWDA et al., 2023).

A infeccdo € a complicacdo mais comum que ocorre em uma pele
comprometida durante o processo de cicatrizacdo de uma ferida e, controlar ou
prevenir a sua ocorréncia é de maxima prioridade (NASERI; AHMADI, 2022). Quando
a carga de bactéria no local do ferimento aberto na pele supera um valor de 10°
individuos por grama de tecido diz que ha um atraso no processo de wound healing
(FONDER et al., 2008; GANTWERKER; HOM, 2012). E natural que bactérias estejam
presentes em qualquer ferimento aberto, quando as defesas do organismo mantém
um equilibrio entre a morte e o crescimento dessas bactérias é dito que ha uma
colonizacdo da regido, porém gquando as defesas do organismo sdo superadas e a
populacdo passa o valor critico a ferida ganha o status de infectada. Uma ferida
infectada apresenta um aumento de dor, vermelhidao, exsudatos e pode apresentar
mau odor (FONDER et al., 2008). O mecanismo pelo qual a infec¢cdo causa um atraso
na recuperacdo ndo € entendido por completo até 0 momento, porém ha teorias de
gue a presenca continua das bactérias leva a um alongamento da fase inflamatéria, o
que atrasa e impede as fases proliferativa e de remodelamento de ocorrerem
normalmente, além disso as bactérias produzem colagenase, uma enzima que destroi
o colageno presente na reparacao tecidual; esses fatores levam a formacdo de uma
ferida crénica (BEYENE; DERRYBERRY; BARBUL, 2020).

Os tratamentos mais convencionais para feridas cronicas séo realizados em
etapas que incluem o desbridamento da ferida, isso €, a limpeza e remocéo de tecido
necrosado e danificado, bem como biofilmes e substancias liberadas por bactérias, a
aplicacdo de antissépticos ou antibidticos topicos ou sistémicos que visam diminuir a
populacdo total de microrganismos no caso dos antissépticos ou uma populagédo
especifica alvo no caso dos antibidticos, e aplicacdo de curativos para protecao da
ferida e absorcao de exsudatos. Entretanto a habilidade das gazes convencionais de
absorver a umidade da ferida e proteger contra infec¢des € limitada, além disso a troca
dos curativos precisa acontecer com frequencia e isso pode causar dor no paciente.
Atualmente uma promissora alternativa a esses tratamentos convencionais se destaca
na forma dos biomateriais que podem ser de origem natural ou sintética, na aplicacao

como curativos funcionais eles podem se apresentar como hidrocoloides, filmes de
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poliuretano, espumas especiais e curativos e tem uma maior eficiéncia do que as
gazes tradicionais (BOWLER, 2002; FRYKBERG; BANKS, 2015; KAISER;
WACHTER; WINDBERGS, 2021).

3.3 BIOMATERIAIS

O tratamento eficaz de feridas representa um desafio continuo na &rea da
saude, com a busca constante por abordagens inovadoras para otimizar a cicatrizacado
e minimizar complicacdes. Nesse contexto, a aplicacdo de biomateriais pode ser
usada como uma estratégia promissora, oferecendo solucdes versateis e
personalizadas para promover a regeneragdo tecidual. A definigdo mais recente de
biomaterial € dada na conferéncia de biomateriais de 2019 “Biomaterial € um material
projetado para assumir uma forma que pode direcionar, por meio de interacbes com
sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagndstico”
(XINGDONG ZHANG; DAVID WILLIAMS, 2019). Os materiais empregados como
biomateriais precisam cumprir uma série de requisitos, manifestando boas
propriedades mecanicas, fisico-quimicas e biolégicas para que desempenhem sua
funcdo no diagnostico, prevencédo ou tratamento dentro ou em contato com o corpo.

Os biomateriais utilizados na medicina se enquadram nas 4 grandes classes
de materiais, polimeros, metais, cerdmicas e compositos, mas também s&o
classificados quanto a resposta do organismo hospedeiro. Para a aplicacdo como
biomaterial a caracteristica mais importante é a biocompatibilidade, um material
biocompativel pode ser descrito como um material capaz de desempenhar uma
funcdo especifica com uma resposta adequada do hospedeiro, a biocompatibilidade
é determinada por testes de viabilidade celular in vitro e in vivo, geralmente quanto
maior a biocompatibilidade menor a resposta inflamatéria do organismo frente a um
implante por exemplo, a biocompatibilidade de um material evita também respostas
alérgicas, imunologicas ou efeitos cronicos adversos (AJMAL; ATHAR HASHMI;
IMRAN, 2022; PAUL, 2019).

A classificacdo quanto a resposta do organismo frente a esses materiais se
divide em 3 grupos, os biotoleraveis/bioinertes, biorreabsorviveis e os bioativos. Um
material biotoleravel € geralmente um metal ou um polimero sintético ao qual o corpo
cria uma membrana fibrosa em resposta a liberacéo de ions, quanto maior a liberacao

de ions mais espessa a camada envoltéria do material. Materiais bioativos sao
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agueles que formam ligacBes quimicas com o corpo, a partir da liberacéo de ions gera
uma resposta positiva a um tratamento, geralmente sdo ceramicos ou biovidros
aplicados na regeneracédo 0ssea que liberam ions de silica, célcio e potéssio, gerando
como resposta do corpo uma producdo de hidroxiapatita que funciona como uma
interface entre corpo e material (DASH; MOHANTY; NAYAK, 2023). Um material
bioabsorvivel € um material que apresenta uma desintegracdo e absorcao controlada
pelo organismo geralmente mediada por hidrolise e processos de degradacdo
enzimatica, gerando subprodutos nédo toxicos e sem danificar os tecidos vizinhos.
Essa classe é representada por alguns metais, ceramicos e principalmente polimeros
gue podem ser de origem natural ou sintética. Os polimeros absorviveis sintéticos sao
representados pelo poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicolico) (PGA), e
poli(caprolactona) (PCL), para esses polimeros o tempo de degradacéo € influenciado
pela hidrofilicidade do material, quanto maior o caréater hidrofilico mais rapido se da a
degradacdo (CHATTERJEE et al., 2019; PAUL, 2019).

Na medicina moderna os biomateriais apresentam um amplo espectro de
aplicac6es, sendo importantes desde o diagndstico de doencas, e principalmente nos
diversos tipos de tratamento, sendo utilizados como Implantes 6sseos, carreadores
de farmacos e curativos funcionais, entre outras aplicacdes. (Dash 2023; Shahal 2019;
PLA KAISER; 2021)

3.4 WOUND DRESSING — CURATIVOS FUNCIONAIS

O wound dressing € um termo em inglés que pode ser traduzido como curativo
de feridas e tem algumas caracteristicas desejadas. O curativo ideal é capaz de
manter um ambiente Umido, absorver o excesso de exsudatos, aderir a pele irregular,
fornecer prote¢cdo mecéanica, permitir as trocas gasosas, ser biocompativel e prevenir
ou controlar infecbes e promover a cicatrizagdo (MULHOLLAND, 2020; SUN;
SIPRASHVILI; KHAVARI, 2014; ZHOU et al., 2022). Os curativos secos tradicionais
feitos com materiais como gaze, algoddo ou bandagens ndo conseguem satisfazer
essas caracteristicas ideais (WANG; UMMARTYOTIN; NARAIN, 2023).

Curativos tradicionais tem a vantagem do baixo custo, mas tem limitagcbes em
sua funcionalidade, tendo baixa efetividade em ferimentos mais complexos e
promovendo uma cicatrizacdo lenta (CHEN et al., 2022). Os curativos tradicionais

mais utilizados sdo as gazes esterilizadas que apresentam limitagdes em alguns tipos
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de feridas, falhando em promover a cura de feridas umidas. Cremes, pomadas e
antibioticos topicos séo utilizados em conjunto com o curativo para promover um
ambiente propicio para a cicatrizagao, combatendo infec¢des bacterianas e mantendo
um ambiente Umido, com a desvantagem de necessitarem de trocas e limpezas
periodicas (NASERI; AHMADI, 2022). Estes curativos tradicionais apresentam ainda
outros dois problemas, a troca periédica pode causar dor e mais danos a pele quando
o curativo fica aderido a pele, isto ocorre devido a tendéncia de crescimento do tecido
de granulacao entre as malhas do curativo (CHEN et al., 2022; PENG et al., 2022), o
outro problema associado € a perda da capacidade protetiva do curativo apds a
absorcao de liquidos exsudados pelo ferimento, permitindo mais facilmente infeccées
bacterianas advindas do ambiente (PENG et al., 2022).

Varias tecnologias emergem como substitutos para os curativos tradicionais,
cada um com suas vantagens e desvantagens, buscando alcancas as caracteristicas
ideais ja listadas. No desenvolvimento da engenharia tecidual surgem algumas
técnicas como hidrogéis, espumas, esponjas, filmes, e membranas de nanofibras
eletrofiadas ganham destaque com pesquisas promissoras, essas técnicas podem ser
empregadas com materiais sintéticos ou de origem natural e podem ser chamados de
curativos funcionais. (CHEN et al., 2022; LIANG et al., 2022).

A técnica de eletrofiacdo de nanofibras é uma das mais promissoras na
engenharia tecidual, € uma técnica versatil que possibilita a obtencdo de fibras que
variam de nanbmetros até alguns micrometros e permite um 6timo controle das
propriedades ao variar os parametros de processo, incluindo ainda uma grande gama
de polimeros naturais e sintéticos que podem ser eletrofiados (LIANG et al., 2022). A
morfologia das redes de fibra da membrana eletrofiada possui uma elevada
porosidade, alta area superficial e diametro nanométrico o que permite as trocas
gasosas com 0 meio externo, ao mesmo tempo em que leva a uma alta capacidade
de absorc¢éo dos liquidos exsudados, garantindo um ambiente com a umidade ideal.
O tamanho de poros pequeno dificulta a entrada de microrganismos no local da ferida,
ajudando a prevenir infec¢cdes. A morfologia porosa das membranas eletrofiadas é
também ideal para a funcdo de scaffold, permitindo a ancoragem de fatores de
crescimento e células da derme e epiderme, além de aumentar a taxa de angiogénese
e facilitar o transporte de nutrientes, por fim, a capacidade de imitar a MEC aumenta
a eficiéncia da adeséo celular e da capacidade de regeneracao do tecido, para isso

busca-se uma porosidade controlada que fica na faixa entre 60 e 90%, um diametro
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de fibra entre 100 e 500 nm e um tamanho de poro que fica entre 20 e 125 pm
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; CHEN et al., 2022; LIANG et al., 2022; YANG et al.,
2001).

3.4.1 Oxido de Zinco

Nanomateriais inorganicos vém sendo empregados em aplicacdes biomédicas,
incluindo tratamento de feridas na pele. Os nanomateriais sao definidos como aqueles
gue possuem tamanhos inferiores a 100 nm, em pelo menos uma das suas
dimensdes. Esses materiais apresentam propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
Unicas e diferentes das propriedades dos mesmos materiais em escalas
macroscopicas. (LIU et al., 2023).

Tais nanomateriais podem ser utilizadas no tratamento de feridas de duas
formas: como agentes antibacterianos por si proprias ou carregando ativos
bactericidas até o local da ferida (GOWDA et al., 2023). Nanoparticulas atuando como
bactericidas intrinsecos possuem uma grande vantagem frente ao crescente problema
de resisténcia bacteriana na medicina. Nanoparticulas metalicas como Au e Ag e de
oxidos de metais como ZnO, TiOz2 e Cu possuem mecanismos complexos, ndo se
ligam em receptores especificos nas células bacterianas, isso permite com que essas
nanoparticulas sejam usados contra bactérias resistentes a multiplas drogas e dificulta
a formacdo de resisténcia bacteriana, além de que possuem por esse motivo acao
contra um amplo espectro de microrganismos (CHEN et al., 2022; XU et al., 2020). Os
principais mecanismos de atuacdo incluem destruicdo da membrana celular, danos
ao DNA e estruturas celulares causados por estresse oxidativo relacionado a ions
liberados e producéo de EROs e perturbacao da atividade enziméatica da bactéria (LIU
et al., 2023; XU et al., 2020).

A fécil incorporacdo de nanoparticulas em diferentes tipos de curativo fez com
gue as nanoparticulas se tornassem uma importante alternativa no tratamento de
feridas, podendo formar nanocompdsitos com as nanofibras produzidas pelo sistema
de eletrofiacdo (KALVA et al., 2021; XU et al., 2020).

Nanoparticulas de prata (AgNps) vém sendo usadas em aplicacdes medicinais
ha muito tempo, possuem uma acgéo bactericida forte contra bactérias gram positivas
e gram negativas, porém sua utilizacdo € limitada pela facilidade de oxidacdo e

agregacdao das nanoparticulas, que pode reduzir a eficiéncia na aplicacédo, além disso,
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o efeito cumulativos dos metais no organismo pode ser um problema futuro (AHMED
et al., 2021; FAN et al., 2016; LIANG et al., 2022; REITHOFER et al., 2014).

O oxido de zinco demonstra ser uma excelente substituicdo a prata como
agente bactericida. As nanoparticulas de ZnO ja& demonstraram amplo espectro de
atuacao contra bactérias gram positivas e gram negativas. O Zinco tem como principal
mecanismo de atuacao a liberacdo de ions Zn, que se aderem a membrana celular e
causam sua quebra e a geracdo de ERO que causam estresse oxidativo, sendo o
mecanismo de atividade bactericida demonstrado na Figura 3 (LIANG et al., 2022; LIU
et al.,, 2023; XU et al.,, 2020). Uma vantagem do zinco em relacdo a outras
nanoparticulas concorrentes é a sua baixa citotoxicidade e biosseguranca elevadas,
tendo demonstrado menor risco para células de mamiferos do que AgNPs por
exemplo (LIU et al., 2023). As ZnNPs vem sendo testadas em diversos tratamentos
para a pele como curativos, sendo reconhecido como seguro para fins dérmicos pela
U.S. Food and Drug Administration (YADAV; YADAV; VERMA, 2021).

Figura 3: Mecanismo antibacteriano das nanoparticulas de ZnO
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Fonte: Adaptado de (LIANG et al., 2022).

O zinco quando empregado em curativos no processo de cicatrizagdo mantém
diversas outras funcBes além da atividade antimicrobiana. Esta presente também a

acao anti-inflamatoria, além de aumentar a eficiéncia da cicatrizagdo. O zinco tem uma
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atuacdo importante como micronutriente, € um elemento de traco essencial, com
grande relevancia para diversos processos celulares, atua na decodificacdo de até
10% das proteinas presentes no corpo, esta envolvida no processo enzimatico de
mais de 300 enzimas cataliticas que desempenham papel na sintese das proteinas e
de acidos nucleicos, dessa forma o Zn participa da reparacdo do DNA e ainda age na
construcdo da MEC (GOWDA et al., 2023; JOHARI et al., 2022; KHAN et al., 2021,
SHU et al., 2023). A atividade das ZnONPs ja demonstraram capacidade de aumentar
a adesdao, o crescimento e a diferenciacéo de algumas linhas de células; dentre essas
células estdo células epiteliais e endoteliais, a isso podemos associar um efeito que
as NPs de oxido de zinco apresentam de melhora no crescimento de fibroblastos e
migracdo de queratindcitos, aumento da sintese de coladgeno e a uma melhor re-
epitelizagdo da pele no local do ferimento, melhorando o reparo do tecido e a
cicatrizacdo (GOWDA et al., 2023; JOHARI et al., 2022; KANTIPUDI et al., 2018;
LIANG et al., 2022; YADAV; YADAV; VERMA, 2021).

Uma das chaves para o funcionamento das ZnONPs é a sua capacidade de
geracéo de EROs. O ZnO libera fons Zn*? no meio que reagem com éxidos removendo
elétrons e, em presenca de agua tem a capacidade de formar H202 que atua como
ERO e tem um papel importante na angiogénese. O H202tem a capacidade de ativar
fatores de crescimento, regula processos de crescimento, proliferacdo e migracéo
celular das células endoteliais, esta presente em sinalizagbes importantes e na
formacado de tubos, dessa forma a presenca do ZnO estimula a vascularizacéo e
acelera a cicatrizacdo de feridas. Augustine et al. (2014) utilizaram em sua
investigacdo uma membrana de PCL combinada com nanoparticulas de ZnO,
testando concentracdes variaveis de ZnONPs de 0, 0,5, 1, 2, 4 e 6%, avaliando a
angiogénese em um estudo in vitro em uma membrana corialantdica de embrido de
galinha em estudo in vivo em porquinho da india, encontrando como resultado uma
membrana que favoreceu a angiogénese e consequentemente a cicatrizacdo de
ferimento na pele com 1% em peso de ZnONPs (AUGUSTINE et al., 2014a).

Johari et al. (2022) testaram scaffolds para reparo tecidual a base de
poli(caprolactona) contendo ZnONPs, variando as concentra¢cées em 0, 5, 10 e 15%
de peso de nanoparticulas. Como resultados encontraram uma boa viabilidade e
adeséao celular de fibroblastos para todas as concentragcdes, com a concentragcéao de

5% se destacando pelos valores obtidos em resisténcia mecanica, procurados pela
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integridade do scaffold, em que com o0 aumento da concentracdo de ZnONPs a partir

de 5% ocorreu uma diminuicdo na propriedade (JOHARI et al., 2022).

3.4.2 Polimeros biocompativeis

Para aplicacdo em wound dressing ha algumas caracteristicas desejadas no
material a ser utilizado como base: Uma boa biocompatibilidade, biodegradabilidade,
molhabilidade e resisténcia mecéanica, além disso o material precisa fornecer uma
certa permeabilidade para as trocas gasosas, ser capaz de absorver exsudatos e
manter um ambiente umido (AFSHARIAN; RAHIMNEJAD, 2021; NASERI; AHMADI,
2022).

A aplicacdo em curativos permite a utilizacdo de inumeros polimeros de
diferentes naturezas; sdo empregados polimeros naturais como quitosana, celulose,
alginato, colageno, &cido hialurénico, queratina entre outros. Dentre os polimeros
sintéticos utilizados pode-se destacar o alcool poli vinilico (PVA), a poli vinil pirrolidona
(PVP), poli acido latico (PLA), poliuretano (PU), poli etileno glicol (PEG) e a
policrapolactona (PLA) (KAl CHEN et al.,, 2022). Usualmente polimeros de fontes
naturais demonstram uma maior biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade
de curar a ferida, mas como desvantagem sdo mais facilmente contaminados por
microorganismos e possuem propriedades mecénicas inferiores; polimeros sintéticos
tem propriedades mecanicas excelentes, estabilidade térmica, perfil de degradacao
mais facilmente ajustavel e sdo mais faceis de processar, mas usualmente tem pior
biocompatibilidade (LIU et al., 2021; MIGUEL et al., 2018; SAVENCU et al., 2021).

3.4.2.1 Policaprolactona (PCL)

Dentre os polimeros sintéticos € possivel destacar o PCL: trata-se de um
poliéster alifatico obtido da reagao de abertura da €-lactona, de estrutura parcialmente
cristalina com ponto de amolecimento proximo aos 60 °C, seu grau de cristalinidade
tende a diminuir com um aumento do peso molecular que normalmente varia entre
3000 até 80000 g/mol; apresenta boas propriedades de biocompatibilidade e
biodegradabilidade, por isso tem sido utilizado como material para curativos assim

como pode ser também um material implantavel, € aprovado como seguro pela FDA
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(JOHARI et al., 2022; SAVENCU et al., 2021). A estrutura da molécula do PCL é

mostrada na Figura 4.

Figura 4: Estrutura do PCL
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Fonte: do autor.

Foi muito utilizado durante os anos 70 e 80 devido a uma tendéncia de procura
por polimeros reabsorviveis, sendo usado principalmente na producdo de suturas
absorviveis, porém devido ao surgimento de polimeros como PLA, PGA e seus
copolimeros que apresentam taxas de degradacao mais rapidas o PCL teve seu uso
diminuido por muito tempo (DWIVEDI et al.,, 2020; WOODRUFF; HUTMACHER,
2010). Proximo aos anos 2000 seu uso retornou devido a suas excelentes
propriedades reoldgicas, viscoelasticas e facilidade de processamento, que
permitiram uma excelente aplicabilidade na producédo de scaffolds. O PCL possui
excelente solubilidade, podendo ser completamente dissolvido em cloroférmio,
diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2-
nitropropano em temperatura ambiente, também pode ser parcialmente dissolvido por
dimetilformamida, acetona, acetato de etila, 2-butanona, e acetonitrila, sendo insoluvel
em alcoois e 4gua. Tem ainda uma alta capacidade de formar blendas com outros
polimeros, o que aumenta muito o leque de aplicagbes em biomateriais, pode ser
misturado com poli(cloreto de vinila), poli(estireno-acrilonitrila), poli(acrilonitrila-
butadieno-estireno), poli(acido latico) e poli(acido latico-co-glicolico) (LABET,;
THIELEMANS, 2009; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

A degradacdo do PCL na natureza ocorre por acdo enzimatica de
microrganismos, no corpo humano essas enzimas capazes de quebrar o PCL néo
estédo presentes, dessa forma a degradacdo do polimero ocorre em um processo em
duas etapas, em que inicialmente ha uma hidrélise do polimero, causando quebra
aleatoria das ligagOes éster, com aumento do grau de cristalinidade e diminuicdo do
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peso molecular subsequente, quando o peso molecular esta abaixo de 3000 g/mol
uma segunda fase de degradacéo ocorre, com consumo do PCL por via intracelular
ou por microrganismos (LABET; THIELEMANS, 2009; WOODRUFF; HUTMACHER,
2010). O ritmo de degradacao depende do peso molecular, grau de cristalinidade, e
das condi¢cdes ambientais como o fluxo de fluido corporal; a reacdo de degradacao
pode ser catalisada pela liberacdo de acidos carboxilicos produzidos pelo processo
de hidrolise, porém como a taxa de degradacédo e liberagdo desses acidos ocorre de
forma lenta ndo ha uma grande mudanca de pH, o que torna o PCL vantajoso em
relacdo aos outros polimeros da mesma familia como o PLA e o PGA
(BARTNIKOWSKI et al., 2019; LABET; THIELEMANS, 2009).

Para a aplicagdo na eletrofiacdo apresenta relativa facilidade de
processamento e boas propriedades mecéanicas apds processado como resisténcia e
flexibilidade. Como desvantagem apresenta o carater hidrofébico, o que leva a uma
baixa molhabilidade, por isso é frequentemente empregado em blendas com outros
polimeros (KHAN et al., 2021; RATHINAVEL et al., 2021). A Tabela 1 mostra alguns
trabalhos que empregam o PCL em curativos funcionais para cicatrizacao de feridas.

Tabela 1: Utilizacdo do PCL em trabalhos de cicatrizacao de feridas.

Agentes

Polimero . . Referéncia
- ativos Principal resultado
utilizado s
utilizados
Atividade antimicrobiana
. demonstrada in vitro e (ZHOU et al.,
+ N - ~
PCL +quitosana Zno combate a inflamacgéo e 2022)
boa re-epitelizacéo in vivo.
PCL + acetato de Baixos niveis de
ce_lulose i _ citotoxicidade em (TRINCA et al., 2017)
combinado com fibroblastos e promocéao de
quitosana + PEO boa proliferacdo celular

Aceleracao do processo de

PCL +alginatode - g fechamento da ferida e (HU; LIN, 2022)

sodio ~ X
formacé&o de colageno.
Boa viabilidade em contato
com células melandécitos e (AHMED et al.,
PCL AgNPs atividade antimicrobiana 2021)
frente a E. coli e S. aureus
PCL ZnONPS Aumento da proliferacao (AUGUSTINE et al.,

de fibroblastos dérmicos e 2014a)
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atividade antimicrobiana
comprovada
Fonte: Do autor, 2024.

3.4.2.2 Polietileno glicol (PEG)

O polietileno glicol (PEG) ou poli(6xido de etileno) (POE) é um polimero do
oxido de etileno que é usualmente chamado de PEG quando possui massa molecular
inferior a 20000 g/mol ou de POE quando sua massa molecular supera esse valor;
suas caracteristicas interessantes para as aplicagbes em curativos sdo a alta
flexibilidade, ndo toxidade, alto caréater hidrofilico, além de capacidade de retencéo de
agua e facil dissolucdo em solventes organicos. Essas caracteristicas levam a uma
mistura benéfica entre o PEG e o PCL, a estrutura da molécula do POE é mostrada
na Figura 5. Polimeros hidrofébicos como o PCL usualmente carecem de afinidade
com células, enquanto polimeros hidrofilicos como o PEG por si s6 possui uma baixa
resisténcia mecanica, com a formacdo de uma mistura entre eles é observado uma
melhora nas propriedades mecanicas, bem como na adeséao e proliferacdo de células
(LIU et al., 2021; SAVENCU et al., 2021).

Figura 5: Estrutura do POE.
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35 ELETROFIAQAO (ELECTROSPINNING)

O processo de eletrofiacéo utiliza-se de uma fonte de alta tensdo para carregar
eletricamente uma solucéo polimérica na ponta de um capilar para obtencéo de fibras
poliméricas ultrafinas que s&o expelidas e coletadas em um coletor metalico de carga
oposta. Trata-se de um processo cuja origem nao é bem definida, h4 uma mencgéo

sobra a obtencdo de fibras a partir de um liquido por forca eletrostatica de 1887,



36

porém, as primeiras patentes surgiram com Cooley e Morton apenas em 1900 e 1902,
com isso a técnica foi desenvolvida e aprimorada para aplicacdes téxteis.(SHEPA,
MUDRA; DUSZA, 2021)

Apesar de antiga a técnica passou muitas décadas sem despertar um grande
interesse da comunidade cientifica, sendo redescoberta por Doshi e Reneker que em
um artigo de 1995 investigaram a eletrofiacéo e os parametros que afetam o processo
(DOSHI; RENEKER, 1995). A partir de entdo da redescoberta da técnica e com o
avanco da nanotecnologia um grande interesse se deu sobre a eletrofiacdo devido a
capacidade de producdo de fibras ultrafinas com diametros que vao de poucos
microns até nandmetros. Como aplicacbes estdo as areas: meédica, farmacéutica,
quimica, de tratamento de 4gua e residuos, de geracdo e armazenamento de energia,
entre outras. (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; SHEPA; MUDRA; DUSZA, 2021)

O conjunto de equipamentos usados para a eletrofiacdo € simples e composto
por 4 componentes basicos: uma fonte de alta tensdo, um capilar e um reservatério
(normalmente utiliza-se para isso uma seringa hipodérmica) e um coletor metélico de
carga oposta, no qual as fibras produzidas serdo dispostas (MERCANTE et al., 2021,
XUE et al., 2017). H& equipamentos com diferentes disposi¢cdes, podendo ser vertical
ou horizontal, de coletor estatico ou rotativo; nos dispositivos horizontais geralmente
a agulha esta ligada a uma bomba de ejecdo de liquido, enquanto nos sistemas
verticais o fluido escoa por meio da agdo gravitacional. Um esquema basico do
equipamento é mostrado na Figura 6 para uma configuracdo horizontal e com coletor
rotativo (MERCANTE et al., 2021).

A técnica pode ser descrita como um processo eletrohidrodindmico resultante
da movimentacdo de um fluido pela forca eletrostatica. O liquido presente no
reservatorio € impelido pelo capilar por for¢ca da gravidade em sistemas verticais ou
por um sistema de propulsdo em sistemas horizontais; ao chegar na extremidade do
capilar uma gota se forma devido as tensdes superficiais (MERCANTE et al., 2021).
Devido a carga eletrostatica aplicada no liquido a gota sofre deformacéo e ao atingir
um valor de carga critico ocorre a formacado de um Cone de Taylor que em seguida
gera um jato continuo de material expelido pelo capilar. Assim que deixa o capilar, o
jato de material formato tem seu didmetro reduzido e a densidade de carga aumentada
na fibra, gerando repulsédo e um movimento instavel espiral como o de um chicote
(SILL; VON RECUM, 2008; XUE et al., 2019). A partir do jato expelido, ha evaporacéo

do solvente durante o percurso até o coletor aterrado formando fibras dispostas na
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forma de uma membrana sdlida ndo tecida. (MERCANTE et al., 2021; XUE et al.,
2019)

Figura 6: Esquema béasico de um equipamento de eletrofiacdo com disposicéo

horizontal e coletor rotativo.
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Fonte: Adaptado de (SILL; VON RECUM, 2008)

A qualidade e as caracteristicas finais das fibras e da membrana obtida como
um todo sdo altamente dependentes das propriedades da solucédo, das condicbes
ambientais e dos parametros de processo utilizados na producdo das membranas.
S&o parametros importantes a distancia entre o capilar e o coletor, a voltagem aplicada
e o fluxo de material por meio do capilar (XUE et al., 2019). O controle desses
parametros permite a obtencao de fibras com diferentes caracteristicas, ditando assim
a area para qual cada membrana sera aplicada (MERCANTE et al., 2021). Além disso
a disposicao do coletor tem influéncia sobre a natureza das fibras, geralmente um
coletor estatico produz uma membrana de fibras aleatoriamente distribuidas,
enguanto um coletor rotatorio produz uma membrana com fibras alinhadas em graus
diferentes a depender dos parametros de processo (SILL; VON RECUM, 2008)

Os principais parametros da solucdo que influenciam no processo de
eletrofiagdo sdo a massa molecular do polimero, a viscosidade da solucdo, a

condutividade elétrica e a tenséo superficial da solugdo. Uma massa molecular maior
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favorece em geral a formacdo de fibras mais homogéneas enquanto massas
moleculares muito pequenas ndo geram o emaranhamento de cadeias necessario
para formar o jato continuo. A viscosidade da solucéo é fator da massa molecular do
polimero aliado a diluicdo e ao solvente utilizado. Viscosidades baixas na solucéo
favorecem fibras mais finas e homogéneas, porém viscosidades baixas em excesso
como em solugdes muito diluidas ndo formam jato continuo, enquanto que
viscosidades muito altas podem acarretar em entupimento do capilar. A condutividade
elétrica mais elevada representa um aumento na densidade de cargas do liquido,
gerando assim fibras mais homogéneas, com menos defeitos e mais finas. A tenséo
superficial € importante para a solu¢cdo na medida em que para a formacdo do cone
de Taylor é necessario que se supere essa tensdo, assim uma reducdo na tensao
superficial esta associada a jatos mais estaveis de solucdo polimérica (MERCANTE
et al., 2021).

Condi¢cdes ambientais sdo também fatores importantes para a morfologia das
fibras. A elevacdo da temperatura acarreta a diminuicdo da viscosidade da solugéo
em um aumento na taxa de evaporacao do solvente, dessa forma uma temperatura
mais elevada favorece a formacao de fibras mais finas. Ja a umidade relativa do ar é
importante principalmente para a formacao de defeitos, uma umidade muito alta pode
gerar poros na superficie das fibras, enquanto umidades mais baixas favorecem a
secagem do solvente, resultando em fibras mais finas (MERCANTE et al., 2021).

Os principais parametros de processo que definem a caracteristica das fibras
sdo a tensao aplicada, a distancia entre capilar e coletor e a vazao de material. Uma
tensao abaixo do valor critico ndo é capaz de gerar um jato continuo e estavel, maiores
tensdes favorecem a formacdo de fibras mais finas, porém ao se extrapolar um
determinado limite de tenséo (que é diferente para cada sistema solvente/polimero)
h& uma producéo de fibras mais espessas. Uma vazao abaixo de um valor critico gera
fibras ndo homogéneas, ja que uma quantidade minima de material é necessaria para
formar o cone de Taylor, uma maior vazao favorece diametros maiores, assim como
uma maior incidéncia de defeitos relacionados a secagem incompleta do solvente. A
distancia entre a ponta e o coletor, chamada de distancia de trabalho, é muito critica
para o processo pois essa distancia determina em qual estagio de instabilidade o jato
de material sera coletado, uma distancia muito curta pode levar a uma evaporacao

incompleta do solvente, com uma formacéo de fibras achatadas e mais espessas, ja
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uma maior distancia de trabalho, até certo limite, gera fibras mais finas, pois ha mais

espaco para o alongamento das mesmas (MERCANTE et al., 2021; XUE et al., 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os materiais utilizados para a producéo das
membranas eletrofiadas para aplicacdo como curativos funcionais no tratamento de
feridas infeccionadas, bem como os métodos utilizados para a producdo e
caracterizacdo das membranas. Um esquema conceitual da metodologia €

apresentado na Figura 7.

Figura 7: Esquema geral da producéo e caracterizacdo dos materiais.
Preparo das Solugées

I N H;;',g?ﬂ\ -
NSRS L= /l

Coletor metalico
aterrado rotativo

PCL PCL+PEO PCL+PEO
Fonle de alta Voltagem
+ZnONPs Corrente continua

Membranas obtidas

-

Morfologia

Degradacao e Liberagao Potencial
dezn Antibacteriang

Fonte: Do autor, 2024.

No presente trabalho as solu¢des poliméricas foram preparadas pela
dissolugdo dos polimeros PCL e PEO, juntamente com as ZnONPs no solvente
cloroférmio, apoés a dissolugcédo completa as solugdes foram eletrofiadas com variacéo
dos parametros de processo. Com as membranas obtidas seguiram-se as
caracterizacdes morfoldgicas, estruturais, analise de molhabilidade, analise da
liberacdo do Zn e degradacdo das membranas, andlise de potencial antibacteriano e
citotoxicidade do material.

4.1 MATERIAIS
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Nesta secdo sdo apresentados os materiais utilizados na producdo das
membranas eletrofiadas, incluindo polimeros, solventes e a nanoparticula utilizada.

Neste trabalho, PCL com peso molecular médio de 80000 g/mol e densidade
de 1,145 g/mL, foi utilizado. O PCL, cdédigo 440744 é fornecido na forma de pellets
(Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA). Foi utilizado no trabalho um PEO, cddigo 189456,
de peso molecular médio de 900000 g/mol na forma de po, de densidade 1,21 g/mL
(Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA). Como solvente foi utilizado o cloroférmio (CHClzs)
com 99,80% de pureza (LabSynth, Diadema, Brasil).

4.1.2 Nanoparticulas de Oxido de Zinco (ZnONPs)

Oxido de Zinco em forma de nanoparticulas em p6 (ZnONPs), com tamanho
meédio de particula inferior a 50 nm (Nanum Nanotecnologia S.A, Belo Horizonte,

Brasil) foi utilizado.

4.1.2.1 Caracterizagdo das nanoparticulas de ZnO

Para verificacdo e confirmacdo de pureza, fases cristalinas, do tamanho de
particula e das caracteristicas gerais das nanoparticulas comerciais de ZnO, foram

realizadas as caracterizacoes listadas abaixo.

e Caracterizacgao Estrutural: Difragao de Raio X (DRX)

A difracdo de raios X € um método de analise estrutural e foi utilizada nesse
trabalho para a verificacdo da estrutura cristalina da amostra de NPs de ZnO buscando
comprovacéo das fases cristalinas presentes. A amostra foi analisada em difratdmetro
de raios X (XRD, D-5000 Bruker AXS) com monocromador de grafite curvo no feixe
secundario operando a 40 kV/25 mA (radiagdo Cu Ka = 1,54178 A). A faixa angular
de 10-70° 26 foi analisada. As amostras foram analisadas a 0,02°/2s com divergéncia
e fenda anti-espalhamento de 0,5° e fenda de recepcédo de 0,2 mm. Os padrbes de
DRX foram comparados com o Banco de Dados de Estrutura Cristalina Inorgénica
(ICSD) com o software X'Pert HighScorePlus® para identificacéo das fases cristalinas.
A determinacdo do tamanho do cristalito foi realizada apés refinamento das estruturas
pelo método Rietveld (MONTGOMERY; RUNGER, 1994; RIETVELD, 2014). Os

parametros de rede, fundo polinomial de grau 3 e escala de pico e fatores de forma
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foram refinados. A equacédo de Scherrer foi utilizada a partir da percepcao das
reflexdes ampliando as fases cristalinas nela presentes e permitindo calcular o limite
inferior do tamanho do cristalito (LANGFORD; WILSON, 1978; PATTERSON, 1939)
de acordo com a Equacéao (1).

KA (1)
" Bcos#@

onde D = tamanho do cristalito (nm); K = constante de Scherrer, que varia de
0,82 a 1,03, conforme fator de forma (foi utilizado 0,91); A = comprimento de onda dos
raios X; B = largura a meia altura (FWHM) do pico de XRD e 6 = posi¢cao do pico de
XRD.

e Caracterizacao Morfologica: Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A analise de microscopia eletrdnica de transmissdo foi realizada para
verificacdo da morfologia das ZnONPs, incluindo as caracteristicas como o didmetro
médio de particula, distribuicdo e formato das particulas, a distribuicdo e o diametro
meédio das particulas foram obtidos pelo método do intercepto linear tomando-se 150
medi¢des, com o auxilio do software de imagem Image-J®. Foi utilizado o Microscépio
Eletrénico de Transmissao (MET), da marca JEM 1100 da Universidade Federal de
Rio Grande (FURG).

e Area superficial especifica
O ensaio de Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Nova Station A, Quantachrome
Instruments) foi realizado para verificagdo das propriedades de superficie do material.
A andlise foi realizada pela adsorcéo de nitrogénio, com degassagem a 300 °C por

3 h. Para realizag&o do ensaio foi utilizada uma amostra de 0,1778 g.

e Atividade Antimicrobiana
Para determinar a concentracdo inibitéria minima, MIC, e concentracao
bactericida minima, MBC, (do inglés minimal inibitory concentration e minimal
bactericidal concentration respectivamente) das nanoparticulas de ZnO frente a cepa
bacteriana, a metodologia da Norma Industrial Japonesa Z2801:201020 foi utilizada.

O conhecimento destas concentracdes serviu como guia para dar sequéncia no
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trabalho, de forma que as concentracdes de ZnO usadas nas membranas foram
baseadas neste teste preliminar.

Para determinagcdo do MIC e MBC foi utilizada a bactéria patogénica
Staphylococcus aureus, a bactéria foi escolhida por ser frequentemente associada a
infeccbes em ferimentos cutaneos e também estar no grupo ESKAPE de bactérias
com risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Inicialmente foi realizado o
esgotamento em meio solido do microrganismo e cultivo por 24 h em estufa. Uma
unidade formadora de coldnia identificada como pura foi entdo separada e inserida
em um tubo contendo 5 mL de meio de cultura liquido caldo nutriente, preparado com
3 g/L de extrato de carne e 5 g/L de peptona de soja. Apos 24 h de incubacédo em
estufa a 37 °C foi realizada uma diluicéo seriada até 10" UFC/mL com meio de cultura
estéril, a concentracao inicial foi estipulada por andlise de UV-VIS. As ZnONPs foram
diluidas em meio de cultura estéril para produ¢ao de uma solugao mae de 800 pg/mL.
Com a solucdo méae e meio estéril foi realizada uma diluicdo seriada das NPs, de 800
pg/mL até 25 pg/mL, preenchendo cada pogo com 100 pL da mistura meio + NPs. A
mistura foi incubada em estufa por 24 h em estufa a 37 °C.

Por fim, em cada poco foi adicionado o reagente tetrazdlio, que da uma
coloracdo vermelha a solucdo contendo microrganismos, aguardando-se 4 h para
reacao em estufa a 37 °C. Pelo método spread-plate foi inoculado 80 pyL de cada
solucdo que ndo apresenta coloracdo a uma placa contendo meio de cultura sélido
agar nutriente. A incubacédo foi feita novamente por 24 h a 37 °C para posterior
contagem de unidades formadoras de coldnia.

O MIC foi entdo definido como a menor concentracdo na qual ndo € observado
coloracdo avermelhada indicativa de crescimento microbiano nos pogos; para a
determinacdo do MBC uma série de diluicbes acima do MIC foram avaliadas, para
isso a bactéria foi cultivada em meio de cultura contendo ZnONPs nas concentracdes
de 1600, 1400, 1200, 1000, 800 e 400 ug/mL em placa de 96 pocgos. Apds 24 h de
crescimento o sobrenadante foi plagueado em placas de agar Mueller Hinton, apos 24
h de crescimento em estufa a 37°C foi realizada a contagem das colonias de bactéria
nas placas, o MBC foi entdo identificado como a concentragcdo minima na qual o

crescimento microbiano € completamente impedido.

4.2 METODOS
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Nesta secdo sdo apresentados os meétodos utilizados na preparacdo das
solucdes, processo de eletrofiacdo e as caracterizacdes subsequentes realizadas com
as membranas.

4.2.1 Preparo das solucdes poliméricas

Para o preparo da membrana de PCL puro, 8% em peso de PCL foi dissolvido
em cloroférmio. A solucédo foi mantida por 18 h em agitacdo para completa dissolucéo
do PCL.

Para membranas contendo PCL e PEO, a mesma concentracdo da solucdo
(8%) e tempo de dissolugéo (18 h) foi empregado para a preparagao de solugbes com
proporcdes PCL:PEO de 7:1, 5:1 e 3:1. A Figura 8 apresenta o esquema completo do
preparo das solucoes.

Figura 8: Esquema do procedimento de preparacdo das solu¢cdes para eletrofiacéo.
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Fonte: Do autor.

Para o preparo das membranas contendo ZnONPs, diferentes concentracdes
de NPs (5, 2,5 e 1% em relacdo a massa de polimero) foram dissolvidas previamente
em cloroférmio. Para isso, foram inicialmente dispersas com auxilio do sonicador de
ponteira ultrassonico (Desruptor, Ultronique) por 5 min usando o cloroférmio como

solvente. Posteriormente, a solucdo polimérica foi preparada utilizando-se
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normalmente a solucdo com as ZnONPs e solvente, adicionando-se o polimero para

formar uma solugéo com 8% de polimero e mantendo-se agitacao por 18 h

4.2.2 Eletrofiacao

ApGs o preparo das solugdes iniciou-se o processo de eletrofiagdo. Cada uma
das solugdes foi acondicionada em uma seringa luer lock de 10 mL com uma agulha
metalica romba (com a extremidade da ponta cortada) de 25x0,7 mm (Descarpack,
Séo Paulo, SP, Brasil).

Para obtencdo de membranas com as caracteristicas desejadas foram
conduzidos testes de molhabilidade para a membrana de PCL puro e PCL com adi¢ao
de diferentes proporcbes de PEO nas propor¢cdes 3:1, 5:1 e 7:1, representadas
respectivamente pelas amostras PCL31PEO, PCL51PEO e PCL71PEO para a
determinacdo da melhor composicdo. Ap6s a composicdo selecionada foram
realizados ensaios para determinar os parametros de processo.

O sistema de eletrofiagdo consiste em uma fonte de alta tensdo que torna o
liquido presente na seringa carregado. Um coletor € ligado a um eletrodo de carga
oposta, gerando assim uma grande diferenca de potencial. Com a diferenca de
potencial superando a tensdo superficial do liquido presente na seringa, um jato
continuo é formado que vai da ponta da agulha até o coletor. O coletor € um cilindro
ligado & um motor que pode ser rotacionado e as membranas sao recolhidas em uma
folha de aluminio.

Trés fatores sédo importantes para o processo de eletrofiagdo. O primeiro é a
tensdo da fonte que pode alcancar uma carga de até 20 kV. O segundo € a distancia
entre o coletor e a seringa, que podem estar entre 10 a 20 cm. O terceiro fator é o
fluxo de material (solucdo polimérica) controlado que sai da seringa, que pode ser
variado de 0,01 até 0,25 mL/min.

Os ensaios foram conduzidos fixando-se um dois dos fatores e variando o
terceiro a fim de encontrar os melhores parametros para a producdo das membranas.
Para selecionar as melhores condic¢des, foram avaliados o didmetro das membranas,
porosidade e tamanho do poro de cada membrana.

Inicialmente foi fixada a tenséo em 16 kV, a distédncia em 15 cm e foi variada a

vazao entre 0,01 até 0,2 mL/min. Vazdes maiores favorecem defeitos e aumento
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indesejado do diametro das fibras, uma vazao minima é necessaria para produzir um
fio estavel e sem defeitos, por isso foi selecionada a minima vazao capaz de gerar
fibras. Com a vazéo fixada em 0,07 mL/min e a distancia fixada em 15 cm a tenséo
de trabalho foi variada entre 10 e 20 kV, buscando-se uma tensdo que forneca as
melhores caracteristica de fibra. O aumento da tensao favorece a obtencéo de fibras
de menor didametro, porém ha um ponto 6timo que, se ultrapassado gera fibras mais
espessas e defeituosas. Apds esta etapa a vazao e a tensao foram fixadas em 0,07
mL/min e 20 kV respectivamente, e foi variado a distancia de trabalho entre 10 e 20
cm buscando a distancia ideal. Por fim, com a vazao, tenséo e distancia de trabalho
fixadas em 0,07 mL/min, 20 kV e 15 cm respectivamente, foram variadas a velocidade
de translagcéo da agulha entre 5 e 25 cm/min e a velocidade de rotacdo do coletor
aterrado entre 75 e 280 rpm com o intuito de otimizar a porosidade e o tamanho de
poro da membrana. Apos determinadas as condicdes ideais do processo foram
eletrofiadas membranas com adicdo de ZnO nas concentracdes de 1, 2,5 e 5% em
relacdo a massa de polimero. As amostras obtidas e os parametros de processo

utilizados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Identificacdo das amostras obtidas de acordo com os parametros de

processo variados.

Amostra Tensao Vazao Distancia  Velocidade Rotacao
(kV) (mL/min) (cm) translacéao (rpm)
(cm/min)

PCL71PEO-0,07 16 0,07 15 15 150

PCL71PEO-0,12 16 0,12 15 15 150

PCL71PEO-16kV 16 0,07 15 15 150

PCL71PEO-20kV 20 0,07 15 15 150

PCL71PEO-15cm 16 0,07 15 15 150

PCL71PEO-20cm 16 0,07 20 15 150

PCL71PEO-20cm- 20 0,07 20 15 150
20Kv

T5 20 0,07 15 5 150

T15 20 0,07 15 15 150

T25 20 0,07 15 25 150
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R75 20 0,07 15 15 75
R150 20 0,07 15 15 150
R280 20 0,07 15 15 280
Z1 20 0,07 15 15 280
22,5 20 0,07 15 15 280
Z5 20 0,07 15 15 280

Fonte: Do autor, 2024.
A producéo das membranas por eletrofiacdo foi conduzida no equipamento da
DBM Eletrotech Eletrospinner que tem configuracao horizontal e coletor rotatério, com
controle de velocidade. A fonte de alta tenséo utilizada € a Intergiae, QSC0420C, com
capacidade de 20 kV. O equipamento utilizado é mostrado na Figura 9. A temperatura
foi mantida em 21 °C, j& a umidade relativa do ar foi apenas monitorada,

permanecendo entre 47 e 74%.

Figura 9: Equipamento de eletrofiagao utilizado.
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Fonte: Do autor.
4.2.3 Caracterizagdo das membranas
Apbés o processo de eletrofiacdo, cada membrana foi submetida as
caracterizacdes descritas nas proximas subsecdes, sendo avaliadas em busca das
caracteristicas ideais indicadas para membranas de reparo da pele.

4.2.3.1 Analise morfolégica

Para a analise morfoldégica das membranas foi utilizado tanto um microscopio

optico (Bioptika) para verificagcdo preliminar de defeitos nas membranas, antecedendo
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as caracterizacdes, quanto a microscopia eletrénica de varredura (MEV, Zeiss, EVO
MA 10). Neste ultimo caso, cada membrana foi recoberta com ouro utilizando uma
metalizadora (Q150R ES, Quorum) para possibilitar a observagao. O MEV foi operado
a 8 kV. Por meio desta caracterizagdo morfolégica foram obtidos dados como o
tamanho de poro e diametro de fiboras da membrana, além da importante verificacao
de defeitos na estrutura da membrana. Para tais medic@es foi utilizado o método do
intercepto linear com o software de imagem Image-J®, tomando-se 300 fibras de
diferentes regides da membrana para obtengcdo de uma média.

Para avaliacdo da distribuicdo das nanoparticulas de ZnO dispersas nas fibras
foi utilizada a técnica de espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS)
(Bruker X10) acoplado ao MEV. A andlise é importante para verificacdo qualitativa da
disperséo das nanoparticulas, garantindo a homogeneidade da membrana.

4.2.3.2 Caracterizacdes Fisicas

A porosidade das membranas foi obtida por meio das Equagbes 2 e 3.
Inicialmente, para o célculo da densidade aparente (D4p) as membranas foram
cortadas em retdngulos com tamanho conhecido e aferido com paquimetro (Mitutoyo).
A espessura foi medida com auxilio de um micrémetro digital (Mitutoyo). Cada

membrana teve a massa medida em uma balanca analitica e a densidade aparente

(D4p) foi calculada com base na Equacéo 2:

Dyp = — 2
= @

em que m € amassa (g) e V é o volume (cm3).

A porosidade (P) foi determinada a partir da Equagéo 3:

lz4P

P=(1- ) X 100 ©)

real
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onde D,.,; representa a densidade real (g/cm3), determinada pelo experimento de
picndmetria ao gas hélio (AccuPyc 1340, Micromeritics, USA) para cada uma das

membranas estudadas.

4.2.3.3 Absorcgéo de fluidos

A absorcao de fluidos (FU), dada em massa de fluido/massa de filme, foi
avaliada em agua a fim de prever a absorcéo de exsudados e é calculada segundo a
Equacao 4, onde M; (g) é a massa das membranas secas (apés secagem a 40°C por
24 h) e M, (g) € a massa apos 24 h de imersdo em 20 mL de &gua destilada (em
estufa a 37 °C).

M,, — M;
FU=-—2_—%
M, @

4.2.3.4 Analise de molhabilidade por angulo de contato

E de grande importancia para a membrana utilizada em tratamento de
ferimentos na pele a capacidade de manter os niveis de umidade adequados. Devido
a isso foi realizada a analise da molhabilidade por meio do método de angulo de
contato com auxilio de uma microcamera para captura de imagem e utilizacdo do
software Image-J para medig&o de angulo.

Com uma seringa de volume 5 mL foram depositadas gotas de agua sobre a
superficie de cada membrana. O angulo foi medido pela imagem da gota formada.
Angulos acima de 90° sdo caracterizados como predominantemente n&o-molhantes,
enquanto angulos de contato inferiores a 90° representam superficies
predominantemente molhantes, em que os liquidos tém maior facilidade de

penetragdo, caracteristica buscada para as membranas.

4.2.3.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das membranas foram obtidos a fim de observacao dos

grupos funcionais presentes. Foi utilizado espectroscopia de infravermelho com
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transformada de Fourier (FTIR) no espectrofotbmetro de marca Bruker, modelo
Tensor licom acessoério de refleténcia total atenuada (ATR-FTIR). As membranas

foram analisadas numa resolucéo de 4 cm™ com um intervalo de 400 a 4000 cm™.

4.2.3.6 Estudo da degradacdo das membranas

Com o objetivo de compreender a degradagdo das membranas no organismo
foi realizado um ensaio simulando o ambiente do corpo em SBF preparado de acordo
com o método de Kokubo e Takadama (2006), no padréo (ISO / FDIS 23317, 2007).
O SBF foi produzido utilizando-se os ions Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Cl, HCOs, HPO4* e
S0O42. As membranas foram cortadas em amostras de 1,5 cm x 1,5 cm e
acondicionadas em frascos de polipropileno contendo SBF, mantidos a 37 °C em
estufa pelo periodo total de 77 d. A solucdo nos frascos foi substituida semanalmente,
a massa de cada amostra foi registrada a cada troca para obtencdo de uma curva de
degradacéo, para isso as amostras foram secas por 12 h em estufa a 37 °C, pesadas
e entdo novamente imersas em SBF para continuidade do experimento até o término
do periodo. A perda de massa PM (%) foi calculada pela equacéo 5, na qual M, (g) €
a massa original das membranas antes da degradacédo e M; (g) € a massa registrada

semanalmente.

(5)

4.2.3.7 Analise da liberagdo de ZnO a partir da membrana

Para estudar a difusdo das nanoparticulas de ZnO (presentes na membrana
eletrofiada) uma amostra de area e massa conhecidas de cada membrana contendo
5% de zinco, escolhida para este ensaio por ser a maior concentracdo, foi
acondicionada em um recipiente contendo 10 mL de solugdo TRIS-HCL de pH 7,4,
mantida a 37 °C em estufa. As amostras foram deixadas em imersao por 1,7, 14 e 21
d, apds esse tempo retirou-se a membrana da solugdo e o liquido foi analisado por
espectrometria de emisséo o6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). Os

testes foram conduzidos em duplicata.
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4.2.3.8 Ensaio Antimicrobiano

A zona de inibicdo de atividade antimicrobiana das membranas foi avaliada
para a bactéria gram positiva Staphylococcus aureus. Para isso as membranas foram
cortadas em amostras de 10 x 10 mm e esterilizadas por luz ultravioleta (UV) durante
60 min, 30 min de cada lado; para a preparacdo do microrganismo o esgotamento foi
realizado em uma placa, apds 24 h em estufa a 37 °C uma col6nia identificada como
pura foi inoculada em meio liquido brain-heart-infusion (BHI), a amostra foi entdo
levada novamente para crescimento em estufa sob as mesmas condi¢cdes. Em cada
placa, contendo agar Mueller Hinton, foi inoculado 100 uL de solugdo contendo 1x10’
UFC/mL pelo método spread-plate. As membranas foram adicionadas sobre o agar e
as placas acondicionadas em estufa para crescimento a 37 °C por 24 h. ApGs o tempo
de crescimento o efeito antimicrobiano foi medido pela formacéao do halo de inibi¢édo
nas placas, o halo foi medido com o auxilio do software de imagem Image-J® e um

paquimetro digital (Mitutoyo). A andlise foi realizada em triplicata.

4.2.3.9 Teste de citotoxicidade, adesao e proliferacao Celular

e Cultura Celular

Para os ensaios celulares, foram utilizadas células imortalizadas de fibroblastos
murino (NiH3T3). Essa linhagem celular foi utilizada por ser frequentemente
selecionadas como controle em estudos de citotoxicidade de diferentes compostos.

As células imortalizadas NiH3T3 foram cultivadas em garrafas de plastico de
25 cm2, com meio DMEM suplementado com 1% de antibiético penicilina e
estreptomicina (10 U.L/mL) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (DMEM completo). Para
o crescimento e adesdao celular, elas foram mantidas em uma incubadora umidificada,
com atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C. As trocas de meio foram realizadas em dias
alternados, até se obter uma confluéncia de células suficiente, em torno de 80%, para
o desenvolvimento dos experimentos in vitro. Ao obter a confluéncia necesséaria, as
células foram tripsinizadas, para isso € retirado o DMEM completo da garrafa e
adicionado 4 mL de tripsina durante 5 min, ou até as células ficarem em suspenséo,
desaderindo do fundo da garrafa. Em seguida, foi adicionado 4 mL de DMEM completo

com o intuito de neutralizar a tripsina.
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Em seguida, foi realizada a contagem do numero total de células, na camara
Neubauer. Posteriormente a contagem, foi realizada a diluicdo dessas células em
meio DMEM completo na concentracdo desejada. Foi adicionado 100 uL/pogo em
uma placa de 96 pocos, com uma concentracédo final 1x104 células/poc¢o. As mesmas
foram incubadas por 24 h em uma incubadora umidificada, com atmosfera de 5% de
CO2 a 37 °C, a fim de proporcionar a aderéncia das células na superficie da placa,
para entdo realizar os ensaios celulares. Apds o periodo de aderéncia das células, as
mesmas foram incubadas com as membranas (PCL; PCL+PEO; PCL+PEO+Zn0O1;
PCL+PEO+ Zn02,5; PCL+PEO+Zn0O5; PCL+PEO+Zn04,3-1; PCL+PEO+Zn04,3-2;
PCL+PEO+2Zn04,3-5) por 24 h em uma incubadora umidificada com atmosfera de 5%
de CO2 a 37 °C.

e Ensaio De Viabilidade Celular — Mtt

Esse método visa avaliar a viabilidade celular, pela redu¢do do brometo de 3-
4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT), que em sua forma oxidada € soluvel
em agua e possui uma coloracdo amarela. Ao ser reduzido, o MTT forma cristais de
formazan, um sal de coloracdo roxa e insolivel em agua. Essa reacdo de reducéo
ocorre nas mitocdndrias das células, fazendo com que a viabilidade celular seja
diretamente proporcional a producao dos cristais de formazan (Mosmann, 1983).

ApoOs a incubacdo das células com as diferentes membranas por 24 h, foi
preparada uma solucao de 0,5 mg/mL de MTT diluido em PBS. Os tratamentos foram
retirados dos pocos e adicionado 100 pl/pogo da solugdo de MTT, sendo incubado por
3 h (5% de CO2 a 37 °C) para permitir a formacao dos cristais de formazan. Apds o
periodo de incubacao, foi retirada a solucao de MTT de todos 0s poc¢os e adicionado
100 ul/pogo de alcool isopropilico, a fim de solubilizar os cristais de formazan. Por fim,
a placa foi analisada em um leitor de placas por absorbancia, no comprimento de onda
de 570 nm.

A viabilidade celular foi determinada, por meio da comparagao dos resultados
das absorbéancias dos grupos testes, com as absorbancias do grupo controle incubado
apenas com DMEM, ou seja, 0 grupo que possui apenas células viaveis. Sendo assim,
os resultados foram apresentados em porcentagem de viabilidade celular, em que o
grupo controle mimetiza 100% de células vivas. Perante isso, foram realizados os
calculos, para obter a porcentagem de células viaveis em cada grupo, para que dessa

forma seja avaliado a citotoxicidade das membranas analisadas.
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e Andlise estatistica
As andlises de viabilidade celular foram realizadas por meio da analise de
variancia de one-way ANOVA, considerando p < 0.05. Os dados foram expressos
como média * desvio padrao, considerando os valores de p < 0.05 como significativos.

Para a construcao deste estudo, foi utilizado o software GraphPad Prism, versdo 9.1.1
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAC}AO DAS NANOPARTICULAS DE ZNO
5.1.1 Andlise estrutural: Difracdo de raios x

A Figura 10 mostra a difracdo de raios X das nanoparticulas de ZnO comerciais,
sintetizadas por rota quimica, de acordo com o fabricante. Podem ser observados
reflexdes de alta amplitude nos pontos equivalentes aos angulos 26 (°): 31,85; 34,50;
36,35; 47,60; 56,65; 62,95; 66,50; 68,00 e 69,15. As reflexbes observadas estéo de
acordo com os padroes de DRX de uma estrutura hexagonal de Wurtzita, fase
cristalina mais estavel de ZnO (JCPDS n° 00-036-1451), sendo identificados os planos
(100), (002), (111), (102), (110), (103), (200), (112) e (201). (ABDULLAH et al., 2022;
GUZMAN et al., 2018). Devido ao alargamento observado nas reflexdes principais, o
tamanho de cristalito foi estimado pela equacéao de Scherrer. O tamanho estimado foi

de 25 nm.

Figura 10: Difratograma de raios x das nanoparticulas comerciais utilizadas.
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5.1.2 Analise Morfolégica: Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A Figura 11 mostra a imagem de microscopia eletronica de transmisséo das
nanoparticulas de ZnO comerciais utilizadas nas membranas e a distribuicdo do
tamanho de particulas. Pela analise da imagem pode-se observar particulas de
formato tendendo ao hexagonal, com um diametro médio de 27,17 + 12,24 nm nas
ZnO-NPs. Além disso a frequéncia do diametro de particulas segue uma distribuicao
gaussiana normal. Nesse contexto, a maioria das particulas tem um tamanho proximo
da média, com menos particulas nos extremos do espectro de tamanhos. Estudos de
apontam uma tendéncia no aumento da atividade antimicrobiana com a diminuicao do
didmetro médio em nanoparticulas de Zinco (KAUSHIK et al., 2019; MIRHOSSEINI et
al., 2019). Em seu trabalho Mirhosseini et al., encontraram uma maior atividade
antimicrobiana frente a patégenos presentes na cavidade oral para nanoparticulas de
20 e 40 nm em comparacdo com hanoparticulas maiores, com diametro proximo de
100 nm. Desta forma as nanoparticulas utilizadas neste trabalho se caracterizam por
um grande potencial para aplicagdo em infeccoes.

Figura 11: Analise morfoldgica das nanoparticulas de Zinco.

a) Imagem de MET com magnificacdo de 100 mil vezes das ZnONPs; b) Distribuicao
de tamanho de particula.
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5.1.3 Andlise de area de superficie especifica

A andlise de area de superficie especifica das amostras de ZnO-NPs foi

realizada por meio das isotermas de adsor¢éo de nitrogénio e analisada pelo método
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BET. A area superficial encontrada foi de 14,902 m?/g. O estudo de Babayevska et al.
(2022) indica uma relacdo entre o tamanho e a area superficial com a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de zinco, avaliando particulas com &rea superficial
de 83,5, 83,8, 3,0, 4,5 e 29,4 m?/g encontrou reducéo da contagem de microrganismos
para todas as amostras avaliadas, este efeito foi mais acentuado em particulas com
area superficial maior, porém é dificil analisar de forma isolada a influéncia da area
superficial, j& que ela esta intimamente relacionada com o tamanho e formato da
particula. A area superficial das nanoparticulas utilizadas nédo € alta, porém por seu

pequeno diametro ainda apresentam grande potencial antimicrobiano.

5.1.4 Atividade antimicrobiana

A analise da atividade antimicrobiana do ZnO é de grande importancia, pois
serve de indicativo do potencial de aplicacdo do material para a aplicacdo em feridas
infeccionadas. A amostra de ZnONPs teve o carater antimicrobiano frente a bactéria
Staphylococcus aureus avaliado nas concentragcdes de 800 até 25 uyg/mL em uma
placa de 96 pocos seguindo uma diluicdo seriada. A Figura 12 mostra a placa de 96
pocos utilizada na andlise, em que a coloracdo vermelha indica a presenca de
microrganismos vivos por meio da reacao com tetrazélio.

A Figura 12 mostra na coluna F uma forte coloragdo vermelha, indicativa de
crescimento bacteriano, na coluna E, D e C a coloracéo progressivamente se torna
mais fraca, demonstrando a toxidade das ZnONPs para as bactérias. Ja na coluna B,
que representa a concentracdo de 400 ug/mL e na coluna A que representa a
concentragéo de 800 ug/mL a coloragdo vermelha ndo é observada. Observando-se
a auséncia de crescimento na coluna B pode-se concluir que a concentracdo de 400
Mg/mL é a concentracdo inibitéria minima das ZnONPs para 0 microrganismo
Staphylococcus aureus.

Para encontrar a concentragcdo minima bactericida uma série de concentracoes
foram avaliadas a partir da concentracdo minima inibitoria. Para isso a bactéria foi
cultivada em meio de cultura contendo ZnONPs em concentra¢gbes de 1600 a 400
Mg/mL, apds o crescimento o conteudo foi plaqueado e a contagem das colénias de
bactéria foi realizada nas placas. Uma diminuicdo da contagem de col6nias de
bactéria ocorreu com o aumento de concentracdo de ZnONPs, chegando a completa

eliminag&o bacteriana entre 1400 e 1600 pg/mL.
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Figura 12: Andlise da concentragdo minima inibitoria das nanoparticulas de ZnO em
placa de 96 pocos.

Microrganismo Staphylococcus aureus e nanopariculas de ZnO dissolvidas em meio
de cultura nas concentragdes: A — 800 pg/mL; B —400 ug/mL; C — 200 pg/mL; D — 100
pg/mL; E — 50 pg/mL; F — 25 ug/mL.

y
Fonte: Do autor, 2024.

5.2 CARACTERIZAGCAO DAS MEMBRANAS ELETROFIADAS

5.2.1 Influéncia da adicdo de PEO em matriz de PCL
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Foram avaliadas composicdes de PCL e PEO nas proporcdes de 7:1, 5:1 e 3:1
em comparacdo ao PCL puro, representadas pelas amostras PCL 71PEO,
PCL51PEO e PCL31PEO. A adicdo do PEO tem por objetivo a melhora na
molhabilidade da membrana, de forma a aumentar também a capacidade de retencéo
de exsudados. Além disso uma molhabilidade maior favorece uma maior viabilidade
celular. A molhabilidade é medida pelo angulo de contato de uma gota com a
superficie do material. Angulo de contato superior a 90° caracteriza uma superficie
predominantemente ndo-molhante. J& um angulo de contato inferior a 90° caracteriza
uma superficie predominantemente molhante, as superficies que apresentam 6>90°
sdo chamadas de hidrofébicas, enquanto aquelas com 8<90° sdo caracterizadas
como hidrofilicas. As composi¢des foram comparadas pela molhabilidade por angulo
de contato e pela medida de absor¢édo de agua. A Figura 13 mostra a molhabilidade
das membranas no instante 0 e apdés 3 s de contato com a superficie. O angulo de
contato de gota medido para o PCL puro esta proximo a 90° no instante 0 e com uma
pequena reducdo para 66,75 apdés 3 s. Ja as amostras com adicdo de PEO
apresentaram uma tendéncia de diminuigdo do angulo de contato com o aumento da
concentracdo de PEO. Essa tendéncia € mais evidenciada nas medi¢des no instante
3 s, nas amostras com PEO adicionado o angulo de contato inicial € préximo aos 60°,
porém ocorre uma rapida absorcdo da agua, o que evidencia o carater hidrofilico das
amostras PCL71PEO, PCL51PEO e PCL31PEO que obtiveram angulo de contato de
30,22, 16,39 e 0 repectivamente. O PCL puro possui uma natureza hidrofébica devido
a presenca de grupos CH2 ao longo da membrana, a adicdo de PEO aumenta a
hidrofilicidade do polimero gracas formacédo de pontes de hidrogénio que ocorrem
entre o oxigénio do grupo éter do PEO e a molécula de 4gua (AVCI et al., 2022;
FALDU, 2020; PAKRAVAN; HEUZEY; AJJI, 2011).
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Figura 13: Angulo de contato de gota medido na superficie de membranas de

diferentes composicoes.
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Em seu trabalho Eskitoros-Togay; Bulbul e Dilsiz (2018) encontraram um
angulo de contato préximo de zero para uma membrana eletrofiada de PCL com PEO
na proporcdo de 3:1, o que € coerente com 0s resultados encontrados em neste
trabalho, em que apesar de um angulo inicial proximo a 60° a goticula é rapidamente
absorvida em menos de 3 s; além disso a literatura mostra que quanto maior o teor de
PEO na mistura maior o carater hidrofilico.

Como complemento a andlise de molhabilidade foi medida também a absorcao
de fluidos, que é uma medida importante para membranas que visam a aplicacao
como curativos, pois indica a capacidade de absorcdo de liquidos exsudados e a
capacidade de manter o ambiente com a umidade ideal para promover uma melhor
cicatrizacdo. A Figura 14 mostra a absorcao de agua para a membrana de PCL puro
e cada uma das composi¢cdes com PEO. Observa-se que a membrana de PCL puro
apresenta uma absorcdo de fluidos inferior a 100% do proprio peso. Pelo grafico
percebe-se um aumento da absorcdo de agua para as amostras com maior teor de
PEO.
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Ja a amostra PCL71PEO apresentou uma absorcao de fluidos de 246,7%, a amostra
PCL51PEO apresentou 480,9% de absorcéo, enquanto a amostra PCL31PEO chegou
a 533,3% de absorcdo. O aumento da absorcao corrobora os resultados de angulo de
contato, com as amostras que tem uma maior molhabilidade permitindo um maior
contato com a agua e favorecendo a absorcdo de uma maior quantidade de fluido

presente em uma ferida.

Figura 14: Absorcéo de fluidos medida em % de fluidos absorvida em relagdo a massa

de membrana.
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Fonte: Do autor, 2024.

A andlise realizada por Jia et al. (2023) indica que as gazes tradicionais
utilizadas como curativos apresentam uma absor¢ao de fluidos proxima a 100% do
préprio peso, a membrana PCL71PEO, que possui a menor absorcao de agua dentre
as membranas com adicdo de PEO excede este valor em quase 2,5 vezes. (CHEN et
al., 2021) desenvolveu em um material multifuncional uma camada especifica para
absorcdo de exsudatos baseada em PCL, gelatina e quitosana, com capacidade de
absorcdo de exsudatos proxima a 500%, esta absorcdo se aproxima daquela obtida
para a membrana PCL51PEO, que registrou 480,9% de absorcao.

Com base nos dois resultados dos experimentos referentes a hidrofilicidade

das membranas a composicdo PCL71PEO foi selecionada, pois apresenta uma
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grande melhora nas caracteristicas desejadas em relacdo ao PCL puro, porém ainda
mantém a composi¢cao mais proxima ao PCL, algo desejado ja que o PCL apresenta
melhores caracteristicas de biocompatibilidade em relacédo ao PEO.

A incorporacdo do PEO na estrutura das fibras de PCL confere as caracteristicas
desejadas de hidrofilicidade a membrana. A completa mistura dos polimeros pode ser
confirmada pela anélise de FTIR. A Figura 15 mostra os espectros da membrana de

PCL puro comparada com a membrana com maior adicdo de PEO.

Figura: 15: FTIR das membranas PCL e PCL31PEO.
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O espectro de FTIR das membranas apresenta algumas diferencas
interessantes, no comprimento de onda de 2888 cm™ pode ser observado uma
variacado no pico, correspondente a vibracéo da ligacdo C-H que € diferente no PCL e
no PEO, na faixa de 1720 cm esta localizado o pico correspondente a ligacdo C=0;
ja a diferenca mais significativa pode ser observada em 1100 cm, na presenca de
uma banda forte relacionada a ligacdo C-O-C presente no PEO, essa banda é
incorporada com sucesso na membrana PCL/PEO e é responsavel pela formacéo de

pontes de hidrogénio com a agua e, consequentemente, responsavel pela mudanca
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de carater de hidrofébico para hidrofilico na membrana (FALDU, 2020; PAKRAVAN;
HEUZEY; AJJI, 2011). Um espectro semelhante, com a combinacédo de PCL e PEO
pode ser observado no trabalho de Nien et al. (2013).

5.2.2 Otimizacao dos Parametros de Processo de Eletrofiacéo

5.2.2.1 Influéncia da Vazao na morfologia das membranas

A vazéo de trabalho da bomba injetora comanda o fluxo de material que é
expelido pela ponta da agulha, a variacdo da vazdo afeta o diametro das fibras
formadas. Foram avaliadas as vazfes de 0,07 mL/min e 0,12 mL/min, ja que vazdes
inferiores geraram beads e instabilidade no jato que sai da agulha, com a solugéo
secando no interior da agulha e ndo conseguindo formar um fio continuo; e vazdes
superiores a 0,12 mL/min geram fios espessos, visivel pelo diametro macrométrico do
jato que deixa a agulha da eletrofiacdo, uma caracteristica indesejada para a
aplicacao em curativos para a pele.

A Figura 16 mostra uma micrografia das membranas obtidas em diferentes
vazdes comparadas, e a distribuicdo do diametro de fibra. O gréfico de distribuicdo
mostra a frequéncia com que cada diametro aparece, realizado com uma série de 300
medicdes. Na comparacao entre as Figuras 16 a) e c) percebe-se que com o aumento
da vazdo ha um grande aumento do diametro de fibra, com o diametro médio partindo
de 3,94 + 1,32 um para 7,43 £ 2,50 um. Ambas distribuicbes seguem uma distribuicdo
gaussiana, o que significa que grande parte das fibras estdo proximas ao tamanho
médio. Pham (2019) em seu estudo observou que ao aumentar a vazao de trabalho
de 0,3 mL/h para 1 mL/h ocorreu um aumento do diametro médio de 330 para 450 nm
na eletrofiagéo de poli(cloreto de vinila) (PVC), abaixo desse valor minimo de vazéo
as fibras ndo eram formadas. Ribeiro et al. (2011) em seu estudo com PLA encontrou
um aumento do diametro médio de fibra de 1,03 para 1,91 um ao aumentar a vazao
de 1 ml/h para 8 ml/h. Segundo Abdulhussain et al. (2023) vazdes inferiores a uma
vazao minima geram um cone de Taylor assimétrico, que ndo permite a formacéo de
um jato continuo, ocorrendo quebra de fios e uma larga distribuicdo de diametros; com

0 aumento da vazéao a partir de um certo ponto ocorre aumento do diametro de fio,
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maior incidéncia de defeitos e beads devido a uma evaporacdo insuficiente do

solvente.

Figura 16: Micrografia das membranas eletrofiadas mostrando a variagdo na
morfologia com a variacdo do parametro vazdo. a) Imagem de MEV da amostra
PCL71PEO-0,07; b) Distribuicdo de diametro de fibra da amostra PCL71PEO-0,07; c)
Imagem de MEV da amostra PCL71PEO-0,12; d) Distribuicdo de diametro de fibra da
amostra PCL71PEO-0,12.
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A porosidade e o tamanho de poro para as membranas obtidas ao se variar o
parametro vazdo sdo mostradas na Tabela 3. Na amostra PCL71PEO-0,07 ocorre
uma diminuicdo do tamanho de poro em relacdo a amostra PCL71PEO-0,12
eletrofiada na maior vazao, isso ocorre devido a diminuicdo do tamanho de fibra.

Tabela 3 Propriedades das membranas com variacdo do parametro vazao.

Amostra Porosidade (%) Tamanho de Poro (um)
PCL71PEO-0,07 63,00 £ 0,94 19,57 £ 8,70
PCL71PEO-0,12 74,89 £ 1,07 24,82 + 13,59

Fonte: do autor, 2024.
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O tamanho de fibra € um dos fatores que altera a porosidade e o tamanho de
poro das membranas eletrofiadas. Como ha outras variaveis como a velocidade de
rotacao do coletor e velocidade de translacdo que podem modular a porosidade e o
tamanho de poro e se busca uma membrana com diametros de fibra na faixa
nanometrica para melhor simular a (MEC), a vazéao de 0,07 mL/min foi fixada para os

experimentos com variacdo de outros parametros (WANG et al., 2014).

5.2.2.2 Influéncia da Tenséo na Morfologia das Membranas

A tensdo de trabalho é um parametro de processo importante que afeta
principalmente o diametro das fibras e a sua homogeneidade, bem como a presenca
de defeitos. Com tensoes inferiores a 12 kV n&o ocorreu a formacgéao de fio. A partir de
13 kV um fio é formado e com o aumento gradual da tensdo esse fio aparece
visivelmente mais fino e com maior estabilidade na saida da agulha. Com isso foram
avaliadas e comparadas em relagéo ao diametro de fibra duas diferentes tensoes:
16 kV e 20 kV. Vale salientar que 20 kV é o limite superior para uso de tensdo no
equipamento. A Figura 17 mostra uma micrografia das membranas comparadas, ao
lado a distribuicdo do diametro de fibra é mostrado. O grafico de distribuicdo mostra a
frequéncia com que cada diametro aparece, realizado com uma média de 300
medicdes. A amostra eletrofiada com 16 kV apresenta uma distribuicdo mais larga e
menos homogénea. Pode-se observar a presenca de fibras muito finas, com diametro
inferior a 1 um e fibras maiores, com diametros que passam dos 10 pum. Ja na amostra
com 20 kV a distribuicdo observada é bem mais estreita, com didametros de fibra se
mantendo entre 1 e 4,5 um e um didmetro de fibra médio de 2,81 + 0,60 um, ambas
as distribuicdbes de diametro de fibra das amostras seguem uma distribuicdo
gaussiana normal.

A diminuigdo no didmetro médio € um resultado esperado com o aumento da
tensdo, o mesmo fendmeno é observado por Sencadas et al. (2012) em que uma
diminuicao no diametro médio das fibras de aproximadamente 530 para 350 nm ocorre
com o aumento da tensao de 20 para 30 kV respectivamente, na eletrofiagdo de uma
solucdo polimérica de quitosana. Ribeiro et al. (2011) observou para o PLA uma
diminuicdo do diametro médio de fibra de 2,45 pm para 1,37 pum com o aumento da
tensdo de 12 para 20 kV, com um subsequente aumento para 1,61 pm com um novo

aumento de tenséo para 25 kV.
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Figura 17: Micrografia das membranas eletrofiadas mostrando a variagdo na
morfologia com a variagdo do parametro tensao de trabalho. a) Imagem de MEV da
amostra PCL71PEO-16kV; b) DistribuicAo de diametro de fibra da amostra
PCL71PEO-16kV; c) Imagem de MEV da amostra PCL71PEO-20kV; d) Distribuicéo
de didmetro de fibra da amostra PCL71PEO-20kV.
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Fonte: Do autor, 2024.

Tal aumento de didmetro a partir de um certo limite de tensdo ndo € bem
compreendido e pode estar associado a fenbmenos complexos na zona de
instabilidade da fibra e do fluxo de material pelo jato, porém néo foi observado neste
trabalho até a tensédo limite do equipamento que € de 20 kV. (CHEN et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2011; SENCADAS et al., 2012) A porosidade e o tamanho de poro
para as membranas obtidas ao se variar o parametro tensao sao mostradas na Tabela
4.

Tabela 4: Propriedades das membranas com variagdo do parametro tensao.

Amostra Porosidade (%) Tamanho de Poro (um)
PCL71PEO-16kV 74,94 + 1,08 19,33 £ 9,29
PCL71PEO-20kV 69,22 + 2,03 17,30 £ 6,64

Fonte: do autor, 2024.
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Entre as amostras eletrofiadas com 16 kV e 20 kV ndo ocorreu uma grande
variacdo no tamanho de poro, a amostra PCL71PEO-20kV apresenta um diametro de
poro levemente menor, condizente com o menor didmetro de fibra, porém essa
diferenca ndo é tdo acentuada quanto a observada na Tabela 3 para a variacdo da
vazao; a porosidade teve uma variacdo de cerca de 8%, coerente também com o a
reducdo no diametro de fibra e tamanho de poro comparando-se a amostra
PCL71PEO-20kV em relagdo a PCL71PEO-16kV.

Neste trabalho busca-se o menor tamanho de fibra, visando alcancgar a faixa
nanométrica entre 300 e 1000, em que estudos indicam estar o melhor desempenho
no crescimento de fibroblastos, auxiliando no processo de cicatrizacdo (REZVANI
GHOMI et al., 2022; WANG et al., 2022). Dessa forma a tensao de trabalho foi fixada
em 20 kV para a avaliacdo dos demais parametros de processo em busca da reducao

do diametro médio.

5.2.2.3 Influéncia da Distancia de Trabalho nas Membranas

A distancia de trabalho entre a ponta da agulha da eletrofiacdo e o coletor
aterrado influencia diretamente aspectos como a secagem do solvente, o que afeta o
diametro e a distribuicdo das fibras formadas. A Figura 18 apresenta em a) a imagem
de MEV obtida da membrana com 15 cm de distancia de trabalho, e em b) a
distribuicdo do diametro de fio para a mesma amostra, denominada como PCL71PEO-
15cm; na Figura 19 c) e d) séo representadas respectivamente as imagens de MEV e
a distribuicdo do tamanho de fibra para a amostra com 20 cm de distancia de trabalho.
Com o aumento da distancia de trabalho ocorreu uma diminuicdo no desvio padrao
do diametro meédio das fibras, € possivel observar pela comparacédo das imagens de
MEV uma maior uniformidade em c) em relacdo a a), os didametros registrados foram
3,81 £ 2,67 um e 3,83 £ 0,93 um para as amostras PCL71PEO-15cm. Tentativas de
eletrofiacdo com distancias menores do que 12 cm nao produziram fios, sendo esse
o limite minimo. Ja com 13 cm de distancia um jato instavel com alta taxa de particao
das fibras pode ser observado saindo da ponta da agulha.

As amostras PCL71PEO-15cm e PCL71PEO-20cm apresentaram um diametro
meédio préximo, 3,81 + 2,67 um para e 3,83 = 0,93 um, porém com o aumento da
distancia uma maior uniformidade foi obtida nas fibras. De acordo com Abdulhussain

et al. (2023) uma distancia de trabalho insuficiente leva & um tempo menor da fibra no
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ar, que nao permite a evaporacao do solvente promovendo instabilidade e defeitos,
um aumento na distancia aumenta o tempo de evaporacgao do solvente, promovendo
fibras mais finas, dentro de uma faixa 6tima de distancia para cada sistema esse
comportamento € observado, porém apds esse limite um fendmeno relacionado
também a tensdo faz com que haja um enfraquecimento do campo elétrico e o
diametro médio das fibras tende a aumentar novamente. (ABDULHUSSAIN et al.,
2023; TAN et al., 2022)

Figura 18: Micrografia das membranas eletrofiadas mostrando a variagdo na
morfologia com a variacdo do parametro distancia de trabalho.

a) Imagem de MEV da amostra PCL71PEO-15cm; b) Distribuicdo de diametro de fibra
da amostra PCL71PEO-15cm; c) Imagem de MEV da amostra PCL71PEO-20cm; d)
Distribuicdo de diametro de fibra da amostra PCL71PEO-20cm.
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A porosidade e o tamanho de poro para as membranas obtidas ao se variar o

parametro distancia de trabalho sdo mostradas na Tabela 5.
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Tabela 5: Propriedades das membranas com variagdo do parametro distancia de

trabalho.
Amostra Porosidade (%) Tamanho de Poro (um)
PCL71PEO-15cm 74,94 £ 1,08 19,33 £9,29
PCL71PEO-20cm 72,96 £ 2,17 20,44 £ 9,38

Fonte: do autor, 2024.
Os dados da Tabela 5 mostram pouca diferenga no tamanho de poro entre as
membranas PCL71PEO-15cm e PCL71PEO-20cm, distancia de trabalho de 15 e 20
cm respectivamente. A porosidade teve uma variacdo pequena, sendo levemente

maior para a membrana PCL71PEO-15cm.

5.2.2.4 Influéncia da combinacao de fatores nas membranas

Combinando-se os fatores variados para buscar a membrana com o menor
diametro de fibra possivel foi eletrofiada uma membrana com 20 cm de distancia e
20 kv de tensdo. A Figura 19 mostra em a) uma imagem de MEV da membrana
eletrofiada com 20 cm e 20 kV e em b) a distribuicdo do diametro de fibra. Na Figura
20 a) ndo é possivel observar grandes defeitos nas fibras, o que corrobora com a
distribuicdo em b) que ndo apresenta um desvio padréo muito elevado, com uma fibra
média de 3,69 + 1,27 um de didmetro. Para essa membrana a porosidade calculada
foi de 77,29 + 1,12% e o tamanho de poro 22,65 + 9,29 um.

Figura 19: Micrografia da membrana eletrofiada mostrando uma combinagédo dos

fatores tensédo e distancia de trabalho. a) Imagem de MEV da amostra PCL71PEO-

20cm-20kV; b) Distribuicdo de didmetro de fibra da amostra PCL71PEO-20cm-20kV.
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Quando comparado com a membrana com 15 cm de distancia e 20 kV de
tensdo, apresentada na Figura 19 c) e d) ha um claro aumento no diametro de fibra
com o aumento da distancia. Na literatura Sencadas et al. descreve um
comportamento semelhante, em que 0 aumento na distancia causa um aumento no
diametro das fibras, isso esta relacionado a diminuicdo do campo elétrico que diminui
a forca eletrostatica e causa um efeito semelhante a uma diminuicéo de tenséo. Dessa
forma as fibras sao “puxadas” com menor intensidade e o diametro médio aumenta
(SENCADAS et al., 2012; TAN et al., 2022). Além disso os parametros de processo
da eletrofiacdo apresentam relacbes de dependéncia entre si e ndo podem ser
avaliados de forma completamente isolada.

Parametros ambientais como a temperatura e a umidade também tem grande
influéncia no processo de eletrofiacdo. A temperatura foi controlada em 21 °C durante
a obtencéo de todas as amostras, a umidade relativa ndo podendo ser controlada era
entdo monitorada, sendo registradas umidades entre 47 e 74% durante 0s
experimentos, essa variagdo na umidade pode ser responsavel por variacbes no
didmetro das fibras e na presenca de poros na superficie das mesmas.
(ABDULHUSSAIN et al., 2023; SZEWCZYK; STACHEWICZ, 2020)

Para a aplicacdo como curativo funcional busca-se o menor tamanho de fibra
para simulacdo da matriz extracelular, a MEC possui fibras de colageno de 300 a
1000 nm, enquanto ainda € necessaria uma porosidade acima de 60% e um tamanho
de poro préximo a 20 um, suficiente para o crescimento das células da pele. Neste
sentido a condicdo selecionada foi aquela com o menor didmetro de fibra, o mais
préximo possivel dos 1000 nm, nesta condicdo a membrana apresenta porosidade de
66,78% e um tamanho de poro de 17,30 * 6,64 uym, desta forma foi selecionada a
composi¢cdo PCL71PEO com uma vazéao de 0,07 mL/min, tenséo de trabalho de 20
kV e distancia de 15 cm entre a agulha e o coletor (REZVANI GHOMI et al., 2022;
WANG et al., 2022).

5.2.2.5 Influéncia da velocidade de translacao da agulha nas membranas

O movimento de translagdo da agulha € um parametro de processo nédo
explorado na literatura, isso se deve a configuragdo mais convencional do
equipamento de eletrofiacdo, que opera em uma posi¢cao vertical, com a agulha

estatica e a solucdo polimérica sofrendo o efeito gravitacional em direcédo ao coletor.
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A Figura 20 apresenta uma fotografia de cada membrana eletrofiada com
diferentes velocidades de translacdo da agulha, abaixo de cada imagem € possivel
observar a micrografia obtida por MEV da respectiva membrana com magnificacéo de
100 vezes e a distribuicdo do diametro de fibra de cada membrana.

Observando a Figura 20 d), e) e f) percebe-se um diametro de fibra levemente
superior na membrana eletrofiada na menor velocidade, com o aumento da velocidade

para 15 cm/min e 25cm/min ha uma diminui¢cdo no didametro de fibra.

Figura 20: Membranas obtidas pela variacdo da velocidade de translacdo da agulha.
Membranas eletrofiadas nas velocidades a) 5 cm/min; b) 15 cm/min; ¢) 25 cm/min.
Imagem de MEV (magnificagdo 100x) e distribuicdo de diametro de fibra das

membranas eletrofiadas nas velocidades d) 5 cm/min; e) 15 cm/min; f) 25 cm/min.
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A Tabela 6 complementa o resultado apresentando o tamanho de poro e a
porosidade obtidas para as membranas ao se variar o parametro velocidade de

translagcéo da agulha.

Tabela 6: Propriedades das membranas com variacdo do parametro velocidade de

translacao.
Amostra Porosidade (%) Tamanho de Poro (um)
T5 73,06 £ 1,55 16,75 + 6,75
T15 69,22 + 2,03 17,30 + 6,64
T25 68,82 £ 2,70 16,12 6,66

Fonte: do autor, 2024.

Observando os dados da Tabela 6 percebe-se pouca diferenca no tamanho do
poro entre as diferentes velocidades, com todas as membranas registrando um
tamanho de poro entre 16 e 17 um. E possivel observar uma tendéncia de diminuicéo
leve da porosidade de 73,06 £ 1,55% para 68,82 £+ 2,70% de porosidade com o
aumento da velocidade de translacdo de 5 cm/min para 25 cm/min.

A maior diferenca entre as membranas porém € na disposicdo das fibras, na
Figura 20 é possivel observar uma diminuicdo no grau de orientacdo que ocorre da
menor velocidade, 5 cm/min, para a maior velocidade, 25 cm/min, com a Figura 20 a)
apresentando mais fibras retilineas na imagem macroscopica, enquanto a amostra de
15 cm/min e 25 cm/min apresentam as fibras com aspecto “trancado”. Isso se traduz
nas imagens de MEV na Figura 20 d), e) e f) em que ha uma maior aleatoriedade
visivel na disposi¢éo das fibras com o aumento da velocidade. A orientacéo das fibras
nas membranas eletrofiadas com aplicacdo em regeneracdo tecidual € um fator
importante e tem sido abordado em estudos (REZVANI GHOMI et al., 2022; TANG et
al., 2019). A maior parte dos trabalhos utiliza uma configuracdo diferente para o
equipamento de eletrofiacdo, com a agulha disposta na forma vertical, enquanto neste
trabalho a configuracdo horizontal foi utilizada, com a possibilidade de movimentar a
agulha horizontalmente, por isso ndo foram encontrados trabalhos que fagam o estudo
da variacdo da velocidade de translacao, entretanto os resultados apresentados ao se
aumentar a velocidade de translacdo podem ser relacionados com os resultados de

uma diminui¢ao da velocidade de rotag&o do coletor.
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5.2.2.6 Influéncia da velocidade de rotacdo do coletor nas membranas

Dois parametros de processo foram variados com o intuito de alterar o grau de
orientacdo das fibras, sendo eles a velocidade de translacdo da agulha durante o
processo e a velocidade de rotacdo do coletor das fibras. A Figura 21 apresenta a
comparacao das membranas eletrofiadas com diferentes velocidades de rotagéo do

coletor.

Figura 21: Membranas obtidas pela variacdo da velocidade de translacao da agulha.

Membranas coletadas nas velocidades a) 75 rpm; b) 150 rpm; c) 280 rpm. Imagem de
MEV (magnificagdo 100x) e distribuicdo do didmetro de fibra das membranas
coletadas nas velocidades d) 75 rpm; e) 150 rpm; f) 280 rpm.
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A Tabela 7 apresenta o tamanho de poro e a porosidade obtidas para as

membranas ao se variar o parametro velocidade de rotacao do coletor aterrado.

Tabela 7: Propriedades das membranas com variagcdo do parametro velocidade de
rotacédo do coletor.

Amostra Porosidade (%) Tamanho de Poro (um)
R75 71,81 +2,78 19,84 + 7,82
R150 69,22 + 2,03 17,30 £ 6,64
R280 73,27 + 2,52 25,15 + 9,88

Fonte: do autor, 2024.
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A Figura 21 apresenta uma foto de cada membrana eletrofiada que foi coletada
a diferentes velocidades, em que é possivel observar o grau de orientacéo das fibras
a olho nu, abaixo de cada imagem é possivel observar o MEV da respectiva
membrana com magnificagdo de 100 vezes e a distribuicdo do diametro de fibra para
cada respectiva membrana. O diametro de fibra apresentou um tamanho médio maior
na menor velocidade do coletor, 4,08 + 1,92 pm para 75 rpm, comparando-se as
velocidades maiores apresentaram um diametro de fibra menor, com uma distribuigéo
mais estreita e mais alinhada com a distribuicdo gaussiana normal. O menor diametro
foi registrado na velocidade de 150 rpm com 2,81 £ 0,60 ym.

Observando-se os dados da Tabela 7 € possivel observar um aumento da
porosidade para a maior velocidade de rotacdo, atingindo 73,27 + 2,52% de
porosidade com 280 rpm. Em relacdo ao tamanho de poro € possivel observar um
aumento no tamanho de poro com o0 aumento da velocidade de rotacéo, sendo obtido
um tamanho de poro de 25,15 + 9,87 uym para a maior rotagao (280 rpm), enquanto o
menor didmetro de poro, 17,30 £ 6,64 um é registrado na velocidade intermediaria de
150 rpm . A morfologia da membrana € um fator determinante nas propriedades da
mesma, o conhecimento das caracteristicas morfoldégicas da membrana € de grande
importancia para compreender as possiveis aplicacdes do material. A porosidade e 0
tamanho de poro do material alteram a forma com que o material interage com
diferentes células, para a cicatrizacao de feridas é importante que o tamanho de poro
e a porosidade sejam grandes o suficiente para acomodar as células da pele (YANG
etal., 2001). Bergemeister et al. (2013) em seu estudo encontrou uma maior migracao,
crescimento e viabilidade celular in vivo para membranas com a porosidade préxima
aos 80% quando comparada com membranas com porosidade inferior a 60%
utilizando células endoteliais, Lowery, Datta e Rutledge (2010) encontraram um maior
crescimento de fibroblastos dérmicos no interior do scaffold com tamanhos de poro
superiores a 6 um, com poros menores as células ndo sdo capazes de migracao, ja
com poros superiores a 20 um ha uma mudanca no comportamento das células, em
gue ocorre um crescimento alinhado a fibras sozinhas ao invés de crescimento criando
pontes entre diferentes fibras.

Ja em relacdo ao alinhamento das fibras, é possivel observar na Figura 21 a)
um maior numero de fibras “trancadas”, dispostas em forma de x devido a menor
velocidade do coletor, comparando-se com a Figura 21 b) e Figura 21 c) ha uma

tendéncia de alinhamento das fibras com o aumento da velocidade do coletor, o
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mesmo comportamento pode ser observado também a nivel microscopico pela analise
da Figura 21 d), Figura 21 e) e Figura 21 f). O comportamento alinhado nas fibras com
maiores velocidades do coletor foi também observado por outros trabalhos na
literatura (GHOBEIRA et al., 2018; LEE; YOON; KIM, 2009; RIBEIRO et al., 2011).
Além disso, a presenca adequada de poros possibilita a permeabilidade do curativo,
permitindo a troca eficiente de gases entre 0 ambiente externo e a ferida. Essa
caracteristica € essencial para regular o oxigénio e remover subprodutos metabdlicos,
criando um ambiente propicio para a cicatrizagdo. Além disso, a porosidade facilita a
drenagem eficaz de fluidos exsudativos, prevenindo a acumulacdo excessiva de
liquidos na area da ferida e, assim, evitando complicacdbes (ARMENTANO et al.,
2010). Ainda de acordo com a ANVISA (ANVISA, 2017), a presenca adequada de
poros contribui para manter uma elevada umidade entre a ferida e o curativo,
proporcionando facilidade na remocao, conforto, durabilidade, manutencdo da
umidade ideal no leito da ferida, areas periféricas secas e protegidas, além de serem
adaptaveis as diversas partes do corpo. Esses atributos alinham-se aos critérios
essenciais para um produto tépico eficaz no tratamento de feridas, promovendo uma
abordagem abrangente e alinhada as diretrizes de qualidade regulatorias.

Visando uma porosidade na faixa ideal e um tamanho de poro superior a 20 um
a condicao selecionada para a continuidade do trabalho € a eletrofiacdo na velocidade

de 280 rpm, para obteng&o das membranas com alinhamento das fibras.

5.2.3 Efeito da Adicdo de ZnO nas Membranas

Ainda para seguir as recomendacdes da ANVISA para um curativo que absorve
grande quantidade de exsudado é importante que a membrana seja bactericida. Neste
caso, feridas com exsudagdo abundante com ou sem infecgdo, feridas cavitarias
feridas sanguinolentas, (queimaduras de 2°grau, pressao e vasculares.) ou ainda
feridas exsudativas, limpas, em fase de granulacdo; feridas superficiais; feridas
cavitarias podem utilizar curativos com agentes bactericidas. As nanoparticulas de
oxido de zinco, assim como outras nanoparticulas ndo metalicas, como o CuO, o TiO2
e 0 GO vem sendo alvo de estudos como ativos incorporados a matrizes poliméricas
por meio da eletrofiacdo, visando a aplicacdo como curativos para feridas na pele
(FAN et al., 2016; KARUPPANNAN et al., 2016; HOSSEINI et al., 2022). As ZnONPs
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possuem acao na ferida que pode aumentar a angiogénese, promover a cicatrizacao
de feridas e agir no combate a infeccdes (AUGUSTINE et al., 2014; ALY; AHMED,
2021; SHALUMON et al., 2011; SHU et al., 2023).

O diametro das fibras e o tamanho de poro sdo medidas importantes para as
membranas eletrofiadas para aplicacdo em cicatrizacdo de feridas pois a morfologia
da superficie afeta a forma com que as células se aderem e crescem, assim, a
morfologia das membranas foi analisada apds a adicdo do ZnO para verificacdo de
possiveis alteracbes na morfologia desejada. A Figura 22 mostra as imagens de MEV
das fibras eletrofiadas com magnificacdo de 500 vezes para as membranas com
adicdo de ZnONPs, partindo de 1% em relacdo a massa de polimero até 5%, abaixo
€ apresentada a distribuicdo de didmetro de fibra para cada membrana.

E possivel perceber comparando-se as distribuicdes na Figura 22 a), b) e ¢) um
desvio padréo alto dentre as 3 membranas com adi¢cao de zinco, apesar do desvio
padrdao maior, o diametro de fibra € semelhante ao encontrado na eletrofiacdo da
composi¢cdo PCL71PEO nas mesmas condi¢cbes, mostrado na Figura 17 c) e d), sendo
2,81 £ 0,60 ym para a membrana sem zinco, 2,82 £ 1,76 ym com 1%, 2,92 + 2,13 um
com 2,5% e 2,93 + 2,05 ym com 5%.

A instabilidade no diametro das fibras, evidenciada pelo alto desvio padréo é
resultado de uma visivel divisdo das fibras durante o processo de eletrofiacdo, com a
particdo dos fios formou-se uma alta quantidade de fibras com diametro nos dois
extremos que destoam do didmetro médio, por essa divisdo que pode ser visualizada
na Figura 22 a), b) e c), as respectivas distribuicdes apresentam um comportamento

gue destoa da distribuicdo normal Gaussiana, em especial a Figura 22 d).

Figura 22: Micrografia das membranas contendo diferentes quantidades de ZnO. a)
PCL71PEO-Z1; b) Distribuicdo de diametro de fibra PCL71PEO-Z1; c) PCL71PEO-
Z2,5; d) Distribuicdo de didmetro de fibra PCL71PEO-Z2,5; e) PCL71PEO-Z5; b)
Distribuigéo de diametro de fibra PCL71PEO-Z5.
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A variacao do diametro de fibra com a adicdo de nanoparticulas de ZnO em
relagcéo a fibra sem nanoparticulas € um fendbmeno observado também no trabalho de
Augustine et al. (2014) Em que uma adi¢do de ZnONPs a membrana de PCL causou
uma diminuicdo do diametro médio de fibra em concentracdes até 1%, porém,
Augustine et al. (2014) encontra um aumento do diametro de fibra em concentracdes
maiores. Neste trabalho esse aumento néo foi observado, com a fibra apresentando
um didmetro préximo para as concentracdes de 1%, 2,5% e 5% de adicao de ZnONPs.
Rodriguez-Tobias et al., (2014) da mesma forma néo relatou uma grande varia¢cao no
diametro de fibra entre as membranas com adicdo de ZnONPs nas concentracfes 1,
3 e 5%. Tal diferenca pode estar relacionada ao solvente, ja que em trabalho foi
empregado cloroférmio, enquanto Augustine et al. (2014) utilizaram de acetona no
preparo das solugfes. A variacdo no didametro das fibras € causado por um aumento
das cargas acumuladas na superficie da fibra que é expelida pelo jato da agulha, um
aumento da carga leva a um aumento da for¢ca de elongacdo, semelhantemente ao
gue ocorre com um aumento da tenséo de trabalho no processo de eletrofiacédo, dessa
forma com um campo maior houve particdo das fibras e instabilidade no diametro
médio. Um efeito similar é descrito por Zong et al. (2002) para a incorporacao de sais
ibnicos na solugdo polimérica, uma diminuicdo no tamanho de fibra de PLA foi
observado com a adicdo de 1% de diferentes sais devido ao aumento da carga na
superficie do jato polimérico.
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A Tabela 8 apresenta os dados de caracteristicas morfoldgicas das

membranas com adi¢cdo das nanoparticulas de éxido de zinco.

Tabela 8: Propriedades das membranas com diferentes concentra¢des de ZnONPs.

Amostra Porosidade (%) Tamanho de Poro (um)
Z1 73,96 + 1,06 21,27 £9,20
Z2,5 77,05+ 1,35 21,69 £ 9,36
Z5 76,57 £ 0,70 21,46 £ 8,19

Fonte: do autor, 2024.

Analisando os dados da Tabela 8 fica evidente que a adicdo das ZnONPs néo
causou grandes modificacdes na morfologia da membrana, os tamanhos de poro e
porosidade se mantiveram com poucas alteracdes em relagcdo a membrana eletrofiada
nas mesmas condicdes sem a adicdo das particulas, sendo ela a membrana
eletrofiada a 280 rpm de velocidade do coletor, cujos dados sdo mostrados na Tabela
6.

E importante para a boa funcionalidade das membranas como curativos que o
ativo, as ZnONPs, estejam bem dispersar ao longo da estrutura da membrana, dessa
forma o comportamento da membrana em funcées como o drug delivery ocorrem de
forma mais previsivel. A Figura 23 apresenta imagens micrograficas com mapeamento
por EDS das membranas em que é possivel ver o elemento Zn na estrutura da
membrana.

Na Figura 23 é possivel observar em a), b) e ¢) 0s picos que representam a
presenca do elemento Zn. Ja em d), e) e f) € possivel observar a dispersdo das
moléculas de Zn, sendo possivel confirmar a boa dispersdo do elemento ao longo da

estrutura.

Figura 23: EDS das membranas contendo Zinco. (a — d) 1%; (b — e) 2,5%; (c — f) 5%.
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Fonte: Do autor, 2024.

5.2.4 Molhabilidade das membranas contendo ZnO

A Figura 24 apresenta graficamente a comparacdo entre a molhabilidade
medida pelo angulo de contato de gota com a superficie das membranas com adi¢édo
de zinco em diferentes concentragcdes. Pode-se observar na Figura 24 um leve
aumento do angulo de contato nas amostras com adi¢do do ZnO, apesar do aumento
em relacdo a amostra de composicdo PCL71PEO, o angulo € inferior ao que é
mostrado na Figura 13 para o PCL puro. A amostra Z5 teve um angulo no instante 3
s muito préximo ao instante 0, ainda assim é uma amostra altamente hidrofilica, com
um angulo proximo a 70°, ou seja, abaixo do limite de 90° e com a gota sendo

completamente absorvida logo em seguida, aos 6 s apés o contato da gota com a
superficie.

Figura 24: Angulo de contato de gota medido na superficie de membranas com adi¢&o
de Zinco em diferentes quantidades.



80

100

{/[I Instante 0
90 - [ Instante 3 s

Angulo de contato(®)

A

PCL71PEO Z1 Z2,5 Z5

Fonte: Do autor, 2024

5.2.5 FTIR das membranas contendo Zinco

A andlise de FTIR das membranas confirma a ligacdo das ZnONPs a
membrana eletrofiada. A Figura 25 apresenta o espectro das membranas eletrofiadas
com zinco em comparacado com a membrana sem adi¢cdo de nanoparticulas.

Na Figura 25 b) em detalhe é possivel observar uma diminuicdo na banda
localizada em 1720 cm™, essa banda é caracteristica da ligacdo da ligacdo C=0
presente no PCL devido a presenca da carbonila do grupo éster. Essa banda em 1720
cm sofreu uma queda na intensidade com a presenca de ZnO, e a diminuicdo segue
com o0 aumento do percentual de ZnONPs. Segundo Augustine et al. (2014) essa
diminuicdo no pico pode estar relacionada a uma ligacédo de natureza fisica como uma
ligacdo de Van der Waals do ZnO ao oxigénio da carbonila, dessa forma ocorre um
enfraquecimento da ligacdo que é registrado na forma de uma diminui¢do no pico de

intensidade. Essa interacédo fisica é benéfica, pois ndo apenas reforga a coeséo da
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membrana, mas também pode introduzir propriedades adicionais ao material,

aprimorando suas caracteristicas para aplicagcdes como curativos funcionais.

Figura 25: FTIR das membranas contendo Zinco.a) FTIR das membranas mostrando
0S picos caracteristicos do polimero; b) No detalhe pico localizado na faixa dos 1720
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5.2.6 Andlise da degradacdo das membranas eletrofiadas

A verificacdo da degradacdo da membrana eletrofiada é importante para
entender sua possivel aplicagdo como um curativo funcional, bem como estipular sua
vida util. A Figura 26 apresenta graficamente a degradacdo das membranas de
diferentes composi¢cdes em termos de perda de massa (%) por semana. Na Figura 26
é possivel observar uma tendéncia no aumento da velocidade de degradagédo quanto
maior o percentual de PEO na formulacao, enquanto a amostra de PCL puro foi a que
apresentou a menor perda de massa no periodo, chegando a menos de 5% de perda
no periodo de 11 semanas. Comparando-se as membranas com e sem a adicdo de
ZnO ndo ha uma grande diferenca na perda de massa até a 6% semana nas
membranas com ZnO em relagdo a membrana PCL71PEO, a partir da semana 7 ha
um aumento na velocidade de degradacdo da membrana com 5% de ZnO na
composicao, chegando-se a aproximadamente 36% de perda de massa ao final das
11 semanas, enquanto Avci et al. (2022) encontrou em seu trabalho uma degradacao

de 4,5% para o PCL puro em 18 semanas de exposi¢cdo ao PBS, enquanto neste



82

trabalho 4,17% da massa foi degradada no intervalo de 11 semanas em SBF.
Seguindo com a degradacdo das membranas com PEO na composi¢cao, a membrana
PCL71PEO que possui 12,5% de PEO na formulagdo apresentou uma perda de
massa equivalente a completa remo¢do do PEO na 9% semana de degradacéo,
chegando a 24,4% de perda na semana ao fim do experimento. As membranas com
composicdo PCL51PEO e PCL31PEO que possuem 16,6 e 25% de PEO na
composicdo apresentaram uma degradacdo mais rapida, com perda de massa

equivalente a remocéo completa do PEO em 6 e 8 semanas respectivamente.

Figura 26: Degradacédo das membranas de diferentes composicfes ao longo do tempo
em SBF.
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A Figura 27 apresenta as micrografias das membranas degradas apos 11
semanas em SBF. Na Figura 27 é possivel identificar diversas fibras partidas, além
de um empacotamento da membrana, com diversas fibras amontoadas em um espaco
com pouca porosidade, visivel na Figura 27 b) e d), a membrana de PCL puro, Figura
28 a), foi a que sofreu menos com alteragdes, com redugédo do diametro medio de
fibra de 7,43 + 2,49 para 7,08 + 2,15 ym, com a quebra de fibras mais finas sendo

visivel. Nas membranas com adi¢cdo de PEO o impacto foi maior, com uma reducao
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do diametro de fibra de 3,61 + 1,10 para 3,05 + 1,00 ym na membrana de composigao
PCL71PEO, o que representa uma diminuicéo de 26%. A membrana com 5% de ZnO
apresentou uma diminui¢ao do diametro de 4,11 + 1,51 para 2,95 =+ 0,60 ym, com uma
reducdo de didmetro de 29%, similar a da membrana PCL71PEO.

Figura 27: Micrografia das membranas degradas em SBF por 11 semanas.

Imagem de MEV com magnificacdo de 1000x da membrana a) PCL puro; b)
PCL31PEO; c) PCL51PEO; d) PCL71PEO; e) PCL71PEO-Z1; f) PCL71PEO-Z2,5; Q)
PCL71PEO-Z5.
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Fonte: Do autor, 2024.
Em seu estudo Lowery, Datta e Rutledge (2010) encontraram uma remocao de
97% do PEO em membranas de PCL/PEO nos primeiros 3 dias em membranas com
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razdes de 7:4, 3:8, 2:9 e 1:10, em que as membranas com maior quantidade de PEO
demonstraram uma maior deformacéo da morfologia inicial apés a imerséao, com fibras
de PCL se fusionando e apresentando aspecto de filme na membrana 1:10.

A velocidade menor de liberacdo do PEO encontrada nesse trabalho é coerente
com os menores teores de PEO utilizados na composicdo em relacédo ao trabalho de
Lowery, Datta e Rutledge (2010), com a membrana contendo mais PCL na
composicdo, uma maior parte do PEO fica encapsulado no interior da fibra, tornando
o perfil de degradag¢édo da membrana mais préximo aquele do PCL puro.

5.2.7 Andlise da Liberacéo de Zinco.

A andlise da liberacdo do zinco € importante para a comprovacao de que as
membranas sdo capazes de atuar como mecanismos de entrega de ativos, liberando-
0s na regido do ferimento para promover o wound healing e a agao antimicrobiana em
zonas infeccionadas. A Figura 28 mostra o perfil de liberagcdo das ZnONPs em TRIS-
HCI para os tempos 1, 7, 14 e 21 d para a membrana que contém 5% de ZnO.

Na Figura 28 é possivel observar uma rapida liberacdo das nanoparticulas no
primeiro dia de imerséo, com liberagéo de 0,66 mg ZnO/g membrana, aos 7 d a taxa
de liberacdo estabiliza em 0,93 mg ZnO/g membrana e permanece com pouca
alteracdo para os periodos de 14 e 21 d. A membrana com 5% de adicdo de ZnONPs
possui teoricamente 50 mg ZnO/g membrana, dessa forma a liberacdo de 0,95 mg
ZnO/g membrana registrada ao final do experimento corresponde a uma liberacao de
1,9% da massa total de zinco.

Figura 28: Liberagdo de ZnO a partir da membrana contendo 5% de adi¢cdo de
ZnONPs.
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Em seu estudo Prado-Prone et al. (2020) encontraram em uma liberacao de 35
ppm de Zn para uma membrana de 1 cm? composta por PCL, 30% de gelatina e 6%
de ZnO em 1 mL de SBF, com a liberacdo ocorrendo rapidamente em 1 dia e
estagnando no restante do experimento. Essa liberacdo é aproximadamente duas
vezes o0 encontrado para a membrana PCL71PEO com 5% de adicéo de zinco ao final
do experimento. Isso pode ser decorrente da maior velocidade de degradacdo da
membrana de PCL + gelatina em comparacéo a membrana PCL71PEO-Z5, enquanto
a membrana com 30% de gelatina tem uma perda de massa superior a 25% em 7
dias, a membrana com adicdo de PEO tem perda de massa de 6,2% no mesmo
periodo. O aumento da liberacédo de Zn com o aumento da velocidade de degradacao
pode ser observado no trabalho de Prado-Prone et al., (2020) pela comparagéo com
a membrana de PCL e 45% de gelatina com a mesma quantia de zinco, em que é
alcancada uma liberagéo de cerca de 55 ppm de Zn com uma perda de massa superior

a 40% na primeira semana de degradacao.
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Com base nisso é possivel estabelecer a possibilidade de controlar a
velocidade de liberacéo do ativo com base na taxa de degradacdo da membrana por

meio da modificagdo da composicao de PCL e PEO da membrana.

5.2.8 Atividade Antimicrobiana das membranas contendo ZnONPs

A atividade antimicrobiana das membranas eletrofiadas foi avaliada frente a
bactéria Staphylococcus aureus para comprovacdo da eficacia do material no
combate a infeccBes em feridas na pele. A atividade antimicrobiana foi testada por
meio da técnica de halo de inibicdo. A Figura 29 mostra uma fotografia da placa de
Petri contendo 4 membranas em contato com a cultura bacteriana. Inicialmente
observa-se que a amostra indicada como 7 ndo formou halo de inibicdo. Esta é a
membrana apenas com PCL/PEO. As amostras indicadas como 1, 2 e 3 possuem 1,

2,5 e 5% de ZnO e apresentaram a formacéo de um halo de inibic&o.

Figura 29: Halo de inibicdo formado pela agédo antimicrobiana das membranas frente
a Staphylococcus aureus. Membranas com adicdo de ZnONPs nas concentragdes 1)
Z1;2) Z2,5; 3) Z5; 7) PCL71PEO (sem adicdo de Zinco)

Fonte: Do autor, 2024.
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Observa-se também que o diametro do halo € visivelmente maior com o
aumento da concentracdo de ZnO na membrana. O diametro do halo formado para

cada amostra é indicado na Tabela 9.

Tabela 9: Halo de inibicdo formado pela acdo das membranas contendo ZnONPs.

Amostra Diametro de inibicdo (mm)
Z1 15,39 + 3,84
Z2,5 20,65 + 3,28
Z5 27,51+ 1,44

Fonte: do autor, 2024.

A concentracdo de zinco na membrana é determinante para a eficacia
antimicrobiana. No trabalho de Augustine et al. (2014) utilizando membranas
eletrofiadas de PCL puro com adicdo de zinco, o efeito antimicrobiano pode ser
observado pela formacao de halo de inibicdo para a bactéria Staphylococcus aureus.
Nas concentracdes 2, 3 e 4% nao foi constatado efeito antimicrobiano, com 5 e 6% de
zinco um halo de inibicdo € formado com 9,98 + 0,6 mm e 10,22 + 1,30 mm
respectivamente partindo de discos de membrana com 6 mm de diametro. Em nosso
trabalho o efeito antimicrobiano € obtido mesmo na concentracédo de 1% de ZnoNPs,
isso pode estar relacionado com a liberacdo de zinco maior para a membrana com
PEO na composicdo em relacdo a membrana de PCL puro utilizado no trabalho de
Augustine et al. (2014), dessa forma é possivel obter o mesmo efeito antimicrobiano
com menores concentracdes do ativo.

Em comparagcdo com outros ativos as nanoparticulas de zinco demonstraram
boa capacidade antimicrobiana. No trabalho de Sariipek, Sevgi e Durson, (2022) um
halo de inibicdo indicativo de atividade antimicrobiana € formado frente a mesma
bactéria por uma membrana baseada em PCL com GO e Ag como ativos, o halo obtido
para uma concentragdo de 0,7% de GO e 3% de Ag é de 9,2 + 0,30 mm para um disco
de 6 mm de membrana, valor proporcionalmente menor do que o que obtivemos para

a membrana com 2,5 e 5% de ZnO.
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5.2.8 Citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, no qual as células da
linhagem celular imortalizada de fibroblastos murinos NiH3T3 foram incubadas com
as membranas (PCL; PCL+PEO; PCL+PEO+Zn0O1l1; PCL+PEO+ Zn0O25 e
PCL+PEO+Zn0O5) por 24 h. Os resultados sdo mostrados na Figura 30.

Figura 30: Viabilidade celular avaliada pelo teste de MTT em linhagem celular NiH3T3.

Efeito das membranas (PCL; PCL+PEO; PCL+PEO+ZnO1; PCL+PEO+ Zn02,5;
PCL+PEO+Zn0O5) sobre a viabilidade celular em cultura de células imortalizadas de
fibroblastos (NiIH3T3). Os experimentos foram realizados em triplicata. Dados
expressos como média e desvio padrao, considerando p < 0,05 como significativo
(one-way ANOVA).
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Fonte: Do autor, 2024.

Os resultados representados na Figura 30, demonstram que todos 0s materiais
testados foram viaveis nas células de NiH3T3, ndo apresentando citotoxicidade,

comprovados por ndo apresentarem diferenca estatistica entre a porcentagem de
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viabilidade celular dos grupos testes (PCL; PCL+PEO; PCL+PEO+ZnO1;
PCL+PEO+Zn02,5; PCL+PEO+Zn0O5) e a porcentagem do grupo controle (100% de
células viaveis). Desta forma, nenhuma das membranas avaliadas ocasionou a
diminuicdo da viabilidade celular, ou seja, ndo apresentou efeito citotoxico apos 24 h
de incubacdo nas células NiH3T3. Isso sugere, que as membranas testadas sao
compativeis com as células e ndo causam danos significativos a viabilidade celular

apos 24 h de incubacéo.
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CONCLUSAO

Foram produzidas membranas eletrofiadas PCL/PEO carregadas com
nanoparticulas de oxido de zinco (ZnONPs) com atividade antimicrobiana com
sucesso. A incorporacdo bem sucedida do PEO na matriz polimérica de PCL bem
como os estudos sobre os parametros de processo da eletrofiacdo levaram a
obtencdo de um biomaterial com alto potencial de aplicacdo como curativo funcional
na cicatrizacdo de feridas com caracteristicas que favorecem a proliferacao celular,
porosidade de 76,57 = 0,70%, tamanho de poro de 21,46 + 8,19 uym e diametro de
fibra de 2,93 £ 2,05 ym na membrana com 5% de adi¢éo de zinco. O material obtido
apresentou caréter hidrofilico, com um &ngulo de contato de 30,22° com 3 s de contato
e absorcdo de exsudatos de 246,7% relativo a massa de membrana, resultado que
permite uma vida util estendida, fornecendo potencial para substituicdo de curativos
tradicionais.

A compreensao da influéncia dos parametros de processo como a tensao,
vazdao, distancia de trabalho e velocidade de rotacdo permitem a obtencdo de
membranas de morfologias variadas de acordo com a necessidade, para os fins de
aplicacdo no reparo tecidual a membrana com as caracteristicas desejadas foi obtida
com uma vazéo de 0,07 mL/min, tens&o 20 kV, distancia de trabalho 15 cm, velocidade
de translacdo 15 cm/min e velocidade do coletor 280 rpm. Isso aliado com a
compreensao dos efeitos da adicdo do PEO na matriz de PCL da a possibilidade de
criacdo de membranas funcionais para entrega de ativos de forma desejada.

A liberag&o de nanoparticulas de ZnO pela membrana foi efetiva e conferiu ao
material as propriedades desejadas de atividade antimicrobiana, enquanto néo
demostra carater toxico para as células, dessa forma o material se coloca como uma
importante alternativa a ser estudada como curativo funcional voltado para feridas

cronicas e infeccionadas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As sugestdes para trabalhos futuros incluem:

e Estudo cinético completo da perda de massa das membranas e liberacdo do
zinco de acordo com a composicado das membranas de PCL/PEO, relacionando
com o efeito antimicrobiano das membranas.

e Em relacdo a morfologia das membranas sugere-se um estudo utilizando
maiores velocidades de rotacdo do coletor, analisando a adesdo e a
diferenciac@o celular além da citotoxicidade das membranas com células de
fibroblastos dérmicos.

e Andlise de propriedades mecanicas das membranas com diferentes
morfologias.

e Utilizacdo da matriz obtida de PCL/PEO para entrega de farmacos e outros
agentes ativos em forma de nanoparticulas como TiOz, GO, HA, entre outros.

e Estudo da aplicacdo do material obtido in vivo.
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