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RESUMO

A eletrofiacdo € reconhecida como uma técnica eficiente para a fabricacdo de microfibras e
nanofibras de polimero, devido a sua versatilidade e potencial para aplicacdes em diversos
campos. As aplicacdes notdveis incluem engenharia tecidual, biossensores, filtracdo, curativos,
liberacdo controlada de firmacos e imobilizacdo de enzimas. As nanofibras sdo geradas através
da aplica¢do de um campo elétrico em uma solug@o polimérica. As fibras fiadas por este processo
oferecem vdérias vantagens, como elevada drea de superficie em relacdo ao volume, alta
porosidade e a capacidade de manipular a composicdo de nanofibras, a fim de obter as
propriedades e funcdes desejadas. Neste trabalho, a eletrofiacdo de blendas de gelatina com
polivinilpirrolidona (PVP) para a fabricacdo de nanofibras foi investigada. Os polimeros foram
fiados a partir de solu¢des contendo diversas concentragdes de dgua e dcido acético. As solugdes
foram fiadas a uma tensao positiva de 29,0-29,2 kV, uma distancia da ponta da agulha ao coletor
de 10 cm, e uma vazdo de 1 mL / h. Todas as solu¢des foram avaliadas quanto ao pH,
condutividade elétrica, tensdo superficial e viscosidade. Foram investigados os efeitos da
concentragao de 4cido acético nas propriedades das solucdes que por sua vez, influenciaram no
processo de obtengao de fibras por eletrofiacdo. Foi observado que ha uma correlagao entre a
concentragao de dcido acético e a formacgao de fibras desse sistema, assim como a influéncia no
diametro final das fibras. No presente estudo, uma matriz de nanofibras uniformes com diametro
aproximado de 519, 355 e 154 nm foram produzidas via eletrofiacdo. A morfologia das
membranas foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Foi realizada a andlise
térmica termogravimétrica (TGA) e avaliacdo de citotoxicidade, visando futuras aplicacdes em

engenharia tecidual.

Palavras-chave: Eletrofiacido, Gelatina, PVP, Engenharia de Tecido, Biomateriais.
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ABSTRACT

The electrospinning is recognized as an efficient technique for the fabrication of polymeric
microfibers and nanofibers due to its versatility and potential for applications in many fields.
Notable applications include tissue engineering, biosensors, filtration, wound dressings,
controlled drug release and enzyme immobilization. The nanofibers are generated by applying an
electric field in a polymer solution. The fibers spun by this process offers several advantages such
as high surface area relative to volume, high porosity and the ability to manipulate the
composition of nanofibers in order to obtain the desired properties and functions desired. In this
work, the electrospinning blends of gelatin with polyvinylpyrrolidone (PVP) to fabrication
nanofibers was investigated. The polymers were electrospun from solutions containing various
concentrations of water and acetic acid. The solutions were electrospun at a positive voltage of
29.0 to 29.2 kV, a distance from the needle tip to the collector of 10 cm and a flow rate of 1 mL /
h. All solutions were analyzed as your pH, electrical conductivity, surface tension and viscosity.
We investigated the effects of acetic acid concentration on the properties of the solutions, on the
other hand, influenced the process of obtaining fibers by electrospinning. It was observed that
there was a correlation between the concentration of acetic acid and formation of fibers of that
system, as well the influence on the final diameter of the fibers. In the present study, an matrix of
nanofibers uniform with diameters of approximately 519, 355 and 154 nm had been produced by
electrospinning. The morphology of the membranes was evaluated by Scanning Electron
Microscopy (SEM). We made thermal analysis (TGA) and assessment of cytotoxicity, aiming

future applications in tissue engineering.

Keywords: Electrospinning, Gelatin, PVP, Tissue Engineering, Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

A substitui¢do artificial de tecidos danificados e doentes constitui uma promissora via de
pesquisa na drea de medicina regenerativa. A engenharia tecidual € um campo multidisciplinar

que visa a regeneracdo dos tecidos através do uso de biomateriais ( Kulkarni et al, 2010).

Recentemente, o estudo de micro e nanofibras tem despertado grande interesse devido as
suas atrativas propriedades como alta drea superficial e capacidade de formar fibras na escala de
micrometros e nandmetros. O processo de eletrofiacio desempenha um papel importante para a
fabricagdo de scaffolds fibrosos de biomateriais para aplicacdo de engenharia tecidual com
diametro das fibras a partir de alguns microns para menos de 100 nm. Tais materiais, como
proteinas (gelatina, coldgeno e fibroina de seda) e polissacarideos (quitosana, dcido hialuroénico e
celulose) visam imitar componentes da matriz extracelular, sendo considerado como uma
arquitetura promissora no sentido de apresentar uma estrutura fibrosa com didmetros em escala

micrométrica e nanométrica (Garg; Bowlin, 2011, Kulkarni et al, 2010).

Uma variedade de técnicas pode ser utilizada para a criacdo de nanofibras poliméricas tais
como a rotofiagdo, auto-montagem e separacdo de fases (Garg; Bowlin, 2011). Dentre essas se
destaca a eletrofiagdo (electrospinning) termo derivado de “fiacdo eletrostatica” que ¢ um
processo de fabricacdo de fibras nanométricas continuas. O interesse nesta técnica cresceu nos
ultimos anos, pois permite a fabricagdo de fibras com potencial para uma ampla variedade de
aplicacdes nas dreas biomédicas, como scaffolds ( suportes porosos tridimensionais), sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, em processos industriais, como meios filtrantes de alta

eficiéncia, vestudrios de protecdo, catalisadores, materiais adsorventes e sensores (Garg; Bowlin,

2011).



Basicamente quatro componentes s3o necessdrios para o processo: uma fonte de alta tensao;
um tubo capilar, que pode ser uma agulha de pequeno didmetro; uma bomba de infusdo; e uma
placa coletora aterrada. A alta voltagem € necessdria para criar um jato de solu¢do de polimero
eletricamente carregado para fora do capilar. O campo elétrico aplicado induz o carregamento
sobre a superficie do liquido, que gera um campo de tensdes eletrostéticas no fluido, induzindo a
formacgdo do jato polimérico. A caracteristica do jato formado a partir de forcas eletrostéticas e o
seu didmetro reduzido devido a formagcdo do cone de Taylor na saida do capilar e as
instabilidades de escoamento durante a trajetdria do jato até a placa coletora. Antes do jato atingir
a placa coletora, ocorre a evaporacdo do solvente e o polimero na forma de fibras é recolhido
como uma rede de fibras nao-tecido (non-woven) (Kulkarni et al, 2010). A Figura 1 mostra um

esquema de um sistema de eletrofiacao.

Seringa Solugao Agulha Jacto

Bomba Infusora

Cone de

Fonte de alta tensao Taylor

Figura 1: Representacdo esquemdtica da montagem tipica na técnica de eletrofiacio

(Franco et al, 2009).

O processo de eletrofiagdo € promissor na engenharia de tecidos, pois permite a fiacdo de
uma ampla gama de polimeros, tanto naturais como sintéticos, bem como na combinag¢do desses
polimeros (Chew et al, 2006). Neste trabalho, a eletrofiacio de blendas de gelatina com

polivinilpirrolidona (PVP) para a fabricacio de nanofibras foi investigada.



A maioria dos trabalhos desenvolvidos na drea dos polimeros para a medicina é baseada
em polimeros sintéticos, pela maior facilidade no processamento e controle das suas
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas. Os polimeros de origem natural, por outro lado,
apresentam a vantagem de maior biocompatibilidade. Como exemplo, fibroina da seda e a
gelatina sdo dois dos polimeros naturais mais utilizados em investigacdo na drea dos

biomateriais (Yamazaki et al, 2010).

A gelatina é um derivado do coldgeno, adquirida pela desnaturacdo da estrutura da tripla
hélice. Existem dois tipos de gelatina extraidos a partir de tecido colagenoso: a gelatina do tipo
A, processado por um pré-tratamento 4cido, e a gelatina do tipo B, processado por um pré-
tratamento alcalino. A principal diferenca entre os dois € que o tipo B tem maior conteido de
acido carboxilico do que o tipo A. Devido as semelhangas entre gelatina e coldgeno e também de
sua origem natural, este se tornou um polimero atraente para aplicacdes na engenharia de
tecidos. Vdrios estudos foram reportados detalhando a sua eficdcia. Scaffolds de gelatina
eletroafiados tém sido utilizados para tais aplicacdes como a cicatrizagdo de feridas, aplicagcdes
dérmicas na engenharia de tecidos e regeneracao de tecidos nervosos, cartilaginosos e 0sseos

(Yamazaki et al, 2010).

Polivinil-pirrolidona (PVP) é um polimero sintético, solivel em &dgua, biocompativel,
hemocompativel e hda muitos anos tem sido aplicado como biomaterial. O PVP € notavel pela
sua capacidade de interagir com uma grande variedade de materiais hidrofilicos e hidrofébicos,
tem propriedades semelhantes as de uma proteina devido a sua estrutura de pirrolidona. Este
material apresenta pouca imunogenicidade e antigenicidade, toxicidade muito baixa e tem
capacidade favoravel na utilizacdo no campo de liberacdo de farmacos. O PVP € usado em uma
ampla variedade de aplicagdes, onde materiais revestidos com este polimero podem ser usados
como dispositivos médicos destinados a implantacdo no corpo humano. Uma vez que o PVP é
fisiologicamente inativo, ele tem sido utilizado como um substituto do plasma sanguineo

(Hassouna et al, 2009).

No processo de eletrofiacio o PVP € utilizado na preparagdo de membranas e fibras para

ajustar o tamanho e distribuicdo do tamanho dos poros, aumentar a permeabilidade da



membrana, melhorar a hidrofilicidade da solucdo e evitar a formagao de granulos (Simone et al,

2010).

Neste estudo, foi investigada eletrofiacao de blendas de gelatina/PVP a partir de solucdes
de 4cido acético/dgua. Foi avaliado o efeito da concentracdo de 4cido acético nas propriedades
das solucdes e na morfologia das fibras. O uso do 4cido acético nas solu¢des garantiu a obtencao
de solugdes com propriedades adequadas para eletrofiacdo. Verificou-se que os didmetros
médios das nanofibras resultantes variam em fun¢do da composicio do solvente. As
propriedades das solugdes avaliadas foram viscosidade, tensdo superficial, condutividade elétrica
e pH. A morfologia das membranas foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV). As membranas eletrofiadas foram analisadas termicamente por Termogravimetria

(TGA) e biologicamente por citotoxicidade.



1.1 OBJETIVOS

Estudar e otimizar o processo de eletrofiacdo para a producdo de nanofibras de blendas de

gelatina/PVP e avaliar in vitro a eficécia dessas nanofibras.

As etapas e aspectos abordados em seu desenvolvimento foram:

1- Avaliacdo da influéncia das propriedades das solu¢des na eletrofiacdo de solucdes de
gelatina/PVP;

2- Estudo da influéncia das diferentes concentragdes de dgua/dcido acético na formacgio e
morfologia das fibras;

3 - Caracterizacdo das solugdes poliméricas através da andlise pH, tensdo superficial,
condutividade elétrica, viscosidade e tempo de relaxacao.

4 - Avaliagao térmica das membranas por TGA.

5-Avaliagao de citotoxicidade das membranas para confirmar sua biocompatibilidade.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOMATERIAIS

Em 1986, pesquisadores da Sociedade Européia de Biomateriais elaboraram um documento
definindo o conceito de biomaterial como sendo “todo material viavel usado em aparato médico,

desenvolvido para interagir com sistemas bioldgicos” (Willians, 1986).

Os biomateriais sdo utilizados desde o tempo em que o homem dava os passos iniciais na
Medicina e na Odontologia. Os primeiros registros do uso de um material como proétese
ortopédica datam de 3000 anos atrds. J4 os implantes odontolégicos que se t€ém noticia datam de
2000 a.C., mas somente depois da Segunda Guerra Mundial houve um avanco significativo nesse

ramo da engenharia de materiais (Santos Jr, 2005).

O paradigma da natureza dos biomateriais tem sido intensamente estudado nas udltimas
décadas. O desenvolvimento de biomateriais para melhorar a qualidade de vida humana tem
como objetivo a substituicdo e reparacdo de tecidos moles e/ou duros, como ossos, dentes,
cartilagem, vasos sanguineos ou 6rgdos. As aplicacOes destes materiais podem ser por razdes
médicas, na substitui¢do de tecidos doentes ou lesados para aumentar a qualidade de vida ou por
razOes estéticas. Uma procura crescente de biomateriais surge devido ao envelhecimento da

populacdo com maiores expectativas de vida (Franz et al, 2011).

Durante os anos 1960 e 1970, uma primeira geracao de biomateriais foi desenvolvido para
uso rotineiro como implantes médicos e dispositivos. A industria biomédica evoluiu e, até agora,
a qualidade de vida de milhdes de pacientes pode ser melhorada. Ha uma série de exemplos de
dispositivos médicos que melhoram muito o atendimento ao paciente, tais como articulagdo

artificial, implantes dentérios, lentes oculares ou stents vasculares (Franz et al, 2011).

O biomaterial € um material destinado a interagir com o sistema bioldgico para avaliar,

tratar, aumentar ou substituir qualquer 6rgao, tecido ou funcdo do corpo. Este material pode ser
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de origem sintética ou natural. No entanto, é necessario que ele apresente propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas compativeis com os tecidos, estimulando uma resposta adequada

(Sepulveda et al, 1999, Franz et al, 2011).

Conforme a resposta bioldgica dos tecidos vivos, os biomateriais classificam-se em
bioinertes, biotolerdveis e bioativos (Vallet-Regi, 1997). A primeira geracdo de biomateriais foi
baseada na busca de materiais bioinertes. Estes materiais ndo induzem resposta local do sistema
imunolégico, mas tendem a ser envolvidos por uma cdpsula fibrosa isolando-os do meio
biolégico (Castner, Ratner, 2002). Um material biotolerdvel induz uma resposta minima, sendo

aceito pelo organismo receptor (Rigo et al, 1999, Santos Jr, 2005).

Existem diferentes grupos de biomateriais: os metais e as ligas metdlicas; os ceramicos; 0s
polimeros que podem ser sintéticos ou naturais € os compoésitos. Os materiais poliméricos estdo
sendo investigadas no desenvolvimento de dispositivos terapéuticos tais como, proteses
tempordrias, scaffolds, liberacdo de farmacos, aplicagdes biomédicas como parafusos 6sseos,
placas Osseas, realizagdo de suturas ou malhas de estruturas porosas multifilamentosas para

aplicacdo em engenharia de tecido (Nair, Laurencin, 2007).

O pré-requisito essencial para qualificar um material como um biomaterial é a
biocompatibilidade, que € a capacidade de um material realizar com o hospedeiro uma resposta
apropriada a um dispositivo especifico (Willians, 1986). Os biomateriais devem ter a capacidade
de imitar a funcdo da matriz extracelular (ECM), a fim de estimular a invasdo e proliferacdao

celular (Franz et al, 2011).

No caso de materiais biodegradaveis, sua biocompatibilidade deve ser demonstrada com o
tempo. Algumas das propriedades importantes de um biomaterial biodegraddvel sdo: o material
ndo deve provocar uma resposta inflamatdria ou intoxica¢do apds a implantagdo no corpo, o
tempo de degradacdo do material deve combinar com o processo de cura ou de regeneracdo do
hospedeiro, o material deve ter propriedades mecénicas adequadas para a aplicacdo indicada e a
variacdo de propriedades mecanicas e degradacdo devem ser compativeis com o processo de

regeneracdo, os produtos de degradacido ndao devem ser toxicos e capazes de serem metabolizados



e eliminados do corpo e deve ter permeabilidade adequada e processabilidade para a aplicacdao

pretendida (Nair, Laurencin, 2007).

2.2 BIOPOLIMEROS

Materiais poliméricos sdo amplamente aplicados na drea biomédica, embora seja muito
mais facil de usar polimeros sintéticos no campo biomédico, os polimeros naturais sdo também
necessarios devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Pode-se utilizar a mistura de
polimeros sintéticos e naturais, conhecidos como blendas poliméricas, que sdo misturas fisicas de
dois ou mais polimeros, visando o desenvolvimento de novos materiais com propriedades
intermedidrias ou mesmo superiores aquelas observadas nos constituintes puros. (Sionkowska,

2011).

Polimeros naturais sdo geralmente biocompativeis, ao passo que os polimeros sintéticos
podem conter residuo e outros compostos/impurezas que ndo permitem o crescimento celular.
Polimeros sintéticos t&ém boa propriedade mecanica e estabilidade térmica, muito melhor do que
varios polimeros que ocorrem naturalmente. H4 também uma limitagdo no desempenho de varios
polimeros naturais em comparacao com os polimeros sintéticos. Polimeros sintéticos podem ser
transformados em uma ampla variedade de formas, enquanto que para o polimero natural
diversos formatos ndo sio facilmente obtidos, por exemplo, altas temperaturas impostas no

processamento podem destruir a sua estrutura nativa (Nair, Laurencin, 2007).

Os principais polimeros naturais utilizados na preparacdo de materiais para aplicagdes
biomédicas sdo o colageno, quitina, quitosana, queratina, fibroina e elastina, que sdo derivados de
animais. Polimeros derivados de plantas também sdo utilizados tais como amido, celulose e

pectina (Sionkowska, 2011).



Polimeros naturais, como o coldgeno e a gelatina sdo normalmente insoliveis em 4gua e em
solventes organicos. O coldgeno € extraido do tecido de animais, sendo este solivel em 4cido
acético, a solubilidade de coldgeno em 4cido acético fornece a possibilidade de misturd-los com
polimeros soliveis em dgua. As misturas de polimeros sintéticos com coldgeno, bem como com
outros polimeros naturais tem sido amplamente estudada como materiais biomédicos

(Sionkowska, 2011).

2.3 COLAGENO

O coldgeno € a proteina mais abundante em animais, que proporciona o principal suporte
estrutural e mecdnico dos tecidos humano. E uma proteina estrutural, formada por fios
moleculares que fortalecem os tenddes e suportam a pele e os 6rgdos internos. O coldgeno
fornece protecdo e apoio aos tecidos moles e auxilio para conectd-los com o esqueleto

(Sionkowska, 2011) e possui biocompatibilidade e biodegradabilidade (Franz et al, 2011).

Existem 20 membros geneticamente distintos de proteinas da familia do coldgeno. Em
todos os tipos hd um predominio dos aminodcidos prolina, glicina, hidroxiprolina, 4cido
glutamico, alanina, 4cido aspdtico e arginina (Cheow et al, 2007, Gémez-Guillén, et al, 2011). Os
principais sdo colagenos formadores de fibrila: tipo I (da pele, tenddes e o0ssos), tipo II (da
cartilagem) e tipo III (pele e vasos). Estes tipos de coldgeno podem ser encontrados como parte
de estruturas fibrilares que formam uma parte essencial da arquitetura e integridade do tecido.
Cada cadeia de coldgeno contém aproximadamente 1000 aminoédcidos. Uma estrutura resistente é
formada por uma sequéncia repetida de trés aminodcidos. O papel de ligacdes cruzadas do
colageno que ocorrem naturalmente é também importante para a formagdo de uma estrutura
fibrilar estdavel. Na molécula de coldgeno os dtomos das cadeias individuais sdo mantidas juntas
por ligacdes covalentes, enquanto as trés cadeias sdo organizadas na estrutura helicoidal, essas
ligacdes fracas sdo: pontes de hidrogénio, dipolo-dipolo, ligacdes i0nicas e as interacdes de van

der Waals (Nair, Laurencin, 2007; Franz et al, 2011; Sionkowska, 2011; Chen er al, 2012).



A molécula de coldgeno existe na forma de tripla hélice, a qual é composta de trés cadeias
denominadas a. Estas cadeias se posicionam em uma estrutura tridimensional, que pode ser vista
na Figura 2.3. As cadeias a de colageno sdo compostas por uma sequencia especifica de
aminodcidos, na qual a glicina € o aminodcido em maior concentra¢do na cadeia, cerca de 1/3 do
total, seguido pela prolina e hidroxiprolina, com cerca de 1/5 do total cada uma, sendo a
sequencia que mais aparece na cadeia € a glicina-prolina-hidroxiprolina. No geral, a cadeia é
constituida por sequencias de peptideos contendo predominantemente aminodcidos neutros
alternados com sequencias em sua maioria polares contendo aminodcidos acidos e basicos. No
entanto, estudos de microscopia eletronica mostraram dreas alternadas com aminoécidos polares

e apolares (Porto, 2007). Figura 2: Estrutura do coldgeno.
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Figura 2: Estrutura primdria, secunddria e tercidria do coldgeno (Porto, 2007)

A estabilidade da tripla hélice do colageno depende das ligacOes de hidrogénio. A
temperatura de desnaturagdo térmica do colageno depende do teor de dgua, o pH do meio
ambiente e o grau de ligacdes cruzadas (cross-linking) . Pode-se dizer que o coldgeno, como a
maioria das proteinas, perde toda a sua estrutura durante o aquecimento. A tripla hélice
desenrola-se e as cadeias sdo separadas. Em seguida, quando este desnaturado de massa de
cadeias emaranhadas esfria, absorve toda a dgua circundante como uma esponja, formando
gelatina. Assim, a gelatina € uma mistura de proteinas soliveis em dgua derivados principalmente
a partir do coldgeno. Gelatina normalmente liga-se mais 4gua do que o coldgeno, uma vez que é
parcialmente degradada do coldgeno e mais grupos ativos sdo expostos a interacdes com a agua

através de ligagdes de hidrogénio. Com base em suas fungdes estruturais e de compatibilidade no
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interior do corpo, o colidgeno e a gelatina sdo os biomateriais mais usados na 4rea médica,

farmacéutica e industrias de cosméticos (Sionkowska, 2011).

2.4 GELATINA

Os primeiros relatos de tentativas de produzir misturas com propriedades de gel remontam
ao século XVII. Desde 1700 que a palavra “gelatina” (do latim: gelatus — duro, congelado) é
utilizada nas linguas europeias. No final do séc. XIX a gelatina comecou a ser utilizada nas
placas de fotografia, que antecederam os filmes fotograficos. Desde entdo a industria da gelatina
tem sofrido um enorme desenvolvimento fortemente impulsionado pelo crescente nimero de

aplicacoes (Li et al, 2005).

A gelatina é uma proteina natural que apresenta uma composicdo quase idéntica e
propriedades bioldgicas similares as do coldgeno. Infelizmente, a eletrofiacio do sistema de
gelatina/dgua ndo pode ser processada por eletrofiacdo a temperatura ambiente. Além disso,
quando dissolvido em dgua a uma temperatura de cerca de ou acima de 37, 8°C, a gelatina torna-
se uma espécie de um sol coloidal (Huang et al, 2004, Cheow et al, 2007, Sell et al, 2009).
Figura 3 Estrutura primdria da gelatina (Poppe, 1997).
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Figura 3: Estrutura priméria da gelatina (Poppe, 1997).

A qualidade da gelatina para uma aplica¢do particular depende em grande parte de suas
propriedades reoldgicas e propriedades fisico-quimicas, tais como os parametros de composicao,
solubilidade, transparéncia, cor e o dor. Os principais atributos que melhor definem a qualidade
comercial global da gelatina sdo a resisténcia do gel e estabilidade térmica (temperaturas de
gelificacdo e fusdo) (Gémez-Guillén ef al, 2011). A gelatina exibe baixa antigenicidade e elevada

biocompatibilidade e bioabsorbilidade (Estaca et al, 2009).

As fontes mais abundantes de gelatina sdo obtidas a partir da pele de porco (46%), pele
bovina (29,4%) e carne de porco e ossos de gado (23,1%). A gelatina de peixe € responsavel por
menos de 1,5% da produgdo total de gelatina em 2007, mas esse percentual era o dobro dos dados
de mercado para 2002, indicando que a produgdo de gelatina a partir de alternativas sem ser de
espécies de mamiferos havia crescido em importancia (Gomez-Guillén et al, 2011,Estaca et all,

2009).

Existem dois tipos de gelatina, que sdo classificadas de acordo com o tipo de matéria-prima
que as originou: gelatina tipo A, que € produzida através de pele e ossos de suinos; e a gelatina
tipo B, produzida através de couro, ossos e aparas bovinas (Schrieber; Gareis, 2007). A
distribuicdo de massa molecular das gelatinas tipo A e B € um pouco diferente. A gelatina tipo B
normalmente apresenta uma maior proporcao de fragdes de alta massa molecular, enquanto a tipo

A possui uma distribuicao mais homogénea, contendo maior quantidade de polipeptidios de baixa
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massa molecular. Estas diferencas estdao associadas com as diferencas na maturidade do coldgeno
utilizado na obten¢do desses dois tipos de gelatina, no entanto, as condi¢des de processo podem
ser alteradas a fim de se obter gelatinas com diferentes perfis de distribui¢do de massa molecular.
Diferencas no perfil de distribuicio de massa molecular afetam diretamente a funcionalidade da
gelatina. Em termos gerais, uma maior proporcao de fragdes de baixa massa molecular aumenta o
tempo necessdrio para a formacdo de gel, ja a viscosidade, pode ser correlacionada diretamente

com a massa molecular média (Reis, 2003).

As propriedades de superficie da gelatina resultam das cadeias laterais que possui grupos
carregados e sequencias de aminoécidos tanto hidrofilicos quanto hidrofébicos, assim como
ocorre com as outras proteinas. Essa natureza anfifilica da gelatina permite com que ela se ligue a
superficies de diferentes naturezas quimicas. Dessa forma, ambas as partes hidrofilicas e
hidrofébicas tendem a migrar em direcdo a superficie, consequentemente reduzindo a tensao
superficial de solu¢des aquosas. Ao mesmo tempo, a gelatina possui diversas propriedades para
proteger e estabilizar a superficie formada, como a capacidade de formacdo de gel e/ou aumento

da viscosidade da fase aquosa. Esta propriedade multifuncional da gelatina € utilizada na

producio e estabiliza¢do de espumas e emulsdes (Schrieber; Gareis, 2007).

A gelatina comercial é um sélido vitreo cujos granulos intumescem quando imersos em
dgua. Com o aquecimento essas particulas intumescidas se dissolvem para formar uma solucdo

(Estaca et al, 2009).

A formaciao de géis termicamente reversiveis em solucao aquosa € influenciada por varios
fatores. O processo inicia com o aumento da viscosidade resultando na formacdo do gel. A forca
dos géis formados depende da concentracdo e da forca intrinseca da gelatina usada, que € uma

funcdo da estrutura e da massa molecular (Gémez-Guillén et al, 2011).

Uma das vantagens do uso da gelatina € o seu baixo custo. Apds a desnaturacdo ou
misturado com outro biodegradavel polimero (sintético), a gelatina pode ser utilizada
isoladamente ou em mistura para preparar membranas de nanofibras de tecidos, scaffolds e

dispositivos de cuidados para saude, e outras aplicacOes biomédicas (Huang et al, 2004). Na
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medicina a gelatina € utilizada em cdpsulas de medicamentos, protegendo-os contra a luz e
oxigénio e permitindo que sejam armazenados durante mais tempo, pele artificial, enxerto de
substitutos dsseos, implantes dentdrios, implantes para tenddes e vasos sanguineos artificiais,
implantes de cérnea, regeneracdo de pele, cartilagem e 6rgdos. Apds ingestdo, a gelatina pode ser
utilizada como barreira para libertagdao controlada do farmaco. Na medicina cirdrgica, a gelatina é
utilizada em esponjas que estacam hemorragias e que sdo posteriormente absorvidas pelo corpo
humano. Outra aplicacdo da gelatina € na medicina de urgéncia, onde os chamados plasmas
expanders ou substitutos de volume sanguineo sdo utilizados quando o paciente perde muito
sangue e € necessdrio equilibrar o seu volume sanguineo. Estes substitutos sdo posteriormente

absorvidos pelo organismo sem deixar residuos (Sell et al, 2009).

2.5 POLI (N-VINIL-2-PIRROLIDONA) - PVP

As polivinilamidas sdo polimeros polares e anféteros, sendo também conhecidos como
polivinilpirrolidona, polidona ou PVP (Karavas et al, 2006). Na Figura 4 estd representada a

estrutura quimica do PVP.

— CH,

CH —¥5

Figura 4: Estrutura quimica do PVP (Hassouna et al, 2009)

O PVP € um polimero sintético, ndo condutor, pertence a classe dos polimeros soluveis em
agua e em solventes organicos, uma notdvel capacidade para interagir com uma grande variedade
de materiais hidrofilicos e hidrofébicos, apresenta baixa imunogenicidade, antigenicidade e

toxicidade (Karavas et al, 2006, Xu et al, 2009, Simone et al, 2010 ).
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O PVP € usado em uma ampla variedade de aplicagdes, sendo interessante de um ponto de
vista biolégico, uma vez que tem caracteristicas estruturais semelhantes as das proteinas, e tem

um grande potencial para aplicacdes no dominio médico (Xu et al, 2009, Simone et al, 2010).

Especificamente, o PVP ¢é um biopolimero que apresenta hemocompatibilidade,
biocompatibilidade de modo que os materiais revestidos com este polimero podem ser utilizados
como dispositivo médico destinado a implantacio no corpo humano. Uma vez que o PVP ¢
fisiologicamente inativo, este tem sido utilizado como um substituto do plasma sanguineo (Xu et

al, 2009, Simone et al, 2010).

A gelatina e o PVP sdo misciveis e possuem propriedades bioldgicas interessantes, pois a
mistura de coldgeno/PVP da a possibilidade da produg@o de novos materiais para o tratamento de
cicatrizacdo de feridas, em que as interacdes fortes entre os componentes sintéticos e bioldgicos
podem ocorrer (Sionkowska et al, 2006, Sionkowska et al, 2008). O coldgeno pode formar
diferentes tipos de ligacdes de hidrogénio com o PVP: (1) entre o grupo carbonila do PVP e um
grupo hidroxila do coldgeno, (2) entre o hidrogénio a partir da ligacao peptidica do coldgeno e o

grupo carbonila do PVP.

Sionkowska et al (2008) e seus colaboradores verificaram que o coldgeno e PVP sdo
misciveis devido as fortes interacdes entre o componente o sintéticos e bioldgicos, principalmente
por ligacdes de hidrogénio. O enriquecimento significativo da componente de baixa energia

superficial a superficie de blendas poliméricas € frequentemente observado.

PVP ¢ utilizado na preparagdo de membranas e fibras no processo de eletrofiacdo para
ajustar a morfologia, o tamanho e distribuicdo do tamanho dos poros, aumentar a permeabilidade
da membrana, aumentar a viscosidade da solu¢@o, melhorar a hidrofilicidade da solucdo e evitar a

formacao de defeitos (Simone et al, 2010, Zhang et al, 2011).
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2.6 ELETROFIACAO

A producdo de nanofibras relaciona-se diretamente com a nanotecnologia, promovendo o
seu desenvolvimento em diversas dreas de pesquisa como a eletronica, fisica, quimica, medicina,
biologia e a engenharia de materiais. Motivada pelas aplicacdes nestas dreas, a comunidade
cientifica tem revelado especial interesse na fabricacdo de nanofibras poliméricas nos dltimos

anos (Song et al, 2008).

Um dos métodos mais versateis para a producao de estruturas nanofibrosas € a eletrofiacao
(Huang et al, 2003; Song et al, 2008; Garg; Bowlin, 2011). Esta técnica permite produzir fibras
de polimeros com didmetros nanométricos utilizando campos elétricos. Esta técnica de alta
magnitude atraiu maior atencao devido a ampla variedade de aplicacdes biomédicas, vestudrios
de protecdo, scaffolds para engenharia de tecido, biotecnologia, compdsitos, equipamentos
eletronicos, defesa e seguranga, engenharia ambiental e outras areas (Huang er al, 2003;

Chronakis, 2005; Bhardwaj, Kundu, 2010; Kulkarni et al, 2010; Garg; Bowlin, 2011).

Nanofibras produzidas a partir do processo de eletrofiacdo apresentam vantagens, tais como
alta drea superficial, flexibilidade para uma grande variedade de formas e tamanhos e a
capacidade de controlar a composi¢do de nanofibras para alcancar os resultados desejados a partir
de suas propriedades e funcionalidades. (Huang et al, 2003; Bhardwaj, Kundu, 2010; Kulkarni et
al, 2010; Garg; Bowlin, 2011).

O termo “eletrofiacdo” ¢ derivado de “fiacdo eletrostética" (Huang et al, 2003; Bhardwaj,
Kundu, 2010; Kulkarni et al, 2010; Garg; Bowlin, 2011). Trés componentes sao necessarios para
o processo: uma fonte de alta tensdo, um tubo capilar com uma agulha de pequeno didmetro e

uma placa coletora ligada a terra.

A alta voltagem € necessdria para criar um jato carregado eletricamente com solugdo de
polimero para fora da agulha. Um eletrodo estd fixado a uma agulha ligado a uma seringa
carregada com a solucdo polimérica e outro esta fixado ao coletor ligado a terra. O campo elétrico

€ aplicado na extremidade do tubo capilar contendo o fluido, isto induz uma carga sobre a
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superficie do liquido. Repulsdo mutua de carga e a contracdo das cargas superficiais causam uma
forca diretamente oposta a tensdo superficial. A medida que a intensidade do campo elétrico é
aumentada, a superficie do fluido na ponta do tubo capilar alonga para formar uma forma conica
chamada “Cone de Taylor” (Sill, Recum, 2008). O jato é estdvel somente na ponta da agulha,
depois disso, o jato apresenta instabilidade a caminho do coletor, com carga elétrica oposta. No
tempo entre a saida da seringa e o depdsito no coletor, o solvente apropriado evapora e as fibras
secas sdo depositadas na placa coletora como uma rede interconectada (Schueren et al, 2010). A
fibra coletada normalmente se apresenta na forma de uma manta (Huang et al, 2003, Bhardwaj,

Kundu, 2010, Garg; Bowlin, 2011).

O processo de eletrofiacdo envolve um estiramento rapido do jato eletrificado e uma rapida
evaporacdao do solvente. Deste modo, as cadeias poliméricas emaranhadas experimentam uma
forte forca de cisalhamento durante o processo de eletrodeposicdo e solidificam rapidamente
quando atingem a placa coletora, impedindo a sua volta as condi¢des de equilibrio (Ramakrishna

et al, 2005).

Embora o principio de funcionamento da eletrofiacio seja simples, existem diversos

parametros de processamento que podem influenciar o formato, o didmetro e as dimensdes das

fibras. (Sill; Recum, 2008).

2.6.1 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM O PROCESSO DE ELETROFIACAO

O processo de eletrofiacio depende de muitos parametros  associados,
classificados amplamente em pardmetros de solugdo, parametros de processo,
e os parametros ambientais. Estes parametros podem influenciar a transformacgdo das solugdes de
polimeros em nanofibras através da eletrofiacdo (Huang et al, 2003; Chronakis, 2005; Thompson
et al, 2007; Kulkarni et al, 2010). Os principais parametros da solugdo sdo: viscosidades, tensao
superficial e condutividade elétrica; os principais parametros do processo sdo: tensdo aplicada, a
vazdo e a distancia da ponta da agulha a placa coletora; os pardmetros ambientais englobam a

umidade e temperatura do ambiente.
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2.6.2 PARAMETROS DA SOLUCAO

As propriedades da solucdo, incluindo a tensdo superficial, peso molecular do polimero,
concentragdo, viscosidade, volatilidade e condutividade elétrica, t€m uma importante influéncia
no processo de eletrofiacio e na morfologia das fibras. A tensdo superficial desempenha um
papel importante na formacdo de defeitos ao longo da extensdo da fibra. A viscosidade da
solu¢do e a condutividade elétrica determinam a extensdo do alongamento do jato fibroso que,
por sua vez, tem influéncia sobre o didmetro das fibras. Contudo, os efeitos das propriedades da
solu¢do sdo dificeis de isolar, uma vez que a alteracdo de um parametro pode afetar as outras
propriedades da solugdo. Por exemplo, a variacdo da concentracdo afetard a tensdo superficial,

como também a viscosidade. (Huang et al, 2003; Bhardwaj, Kundu, 2010).

2.6.2.1 Viscosidade da Solucdo

A viscosidade € a medida da resisténcia ou fric¢do interna de uma substdncia ao
fluxo/escoamento quando se encontra sujeito a uma tensdo tangencial. No sistema internacional,
a unidade de viscosidade n ¢ pascal segundo (Pa.s). Contudo, a unidade de viscosidade mais

usada em artigos de investigacdo € o poise (P), em homenagem ao fisiologista francés Jean Louis

Poiseuille (1799 — 1869) (Diarmid et al, 2001).

Geralmente, a viscosidade da solucio estd relacionada com o grau de emaranhamento das
cadeias moleculares do polimero na solucdo. Quando a viscosidade da solu¢do € muito baixa,
pode ocorrer electrospraying (formagdo de micro gotas), em vez do jato fibroso. Com baixa
viscosidade, onde geralmente as ligacdes da cadeia polimérica sdo de menor intensidade, hd uma
maior probabilidade de obter fibras onduladas, em vez de fibras lisas. Portanto, fatores que
afetam a viscosidade da solu¢do também afetardo o processo e as fibras dele resultante (Kulkarni

et al, 2010).
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Uma das condi¢des necessdrias para a eletrofiagdo ocorrer com formacgao das fibras, é que
um polimero em soluc¢do tenha um peso molecular adequado, além da viscosidade da solucdao. A
viscosidade da solucdo desempenha um papel importante na determinacdo do tamanho e
morfologia durante a fiacdo de fibras poliméricas. Como o jato sai da ponta da agulha durante a
eletrofiacdo, a solucdo de polimero € estirada e viaja até a placa coletora (Ramakrishna et al,

2005).

O peso molecular do polimero reflete no comprimento médio das cadeias poliméricas, tem
um efeito direto na viscosidade da solugdo, ja que esta serd funcdo do nivel de emaranhamento
das cadeias poliméricas no solvente. Similarmente ao aumento do peso molecular, um aumento
na concentragao ird resultar em um maior entrelacamento das cadeias poliméricas na solugdo, o
que € necessdario para manter a continuidade do jato durante o processo de eletrofiacdo

(Ramakrishna et al, 2005).

A viscosidade, a concentracdo de polimero e peso molecular do polimero estao
correlacionadas umas com as outras. As solu¢des de polimero de viscosidade muito altas,
geralmente exibem estresse de relaxamento, o que poderia impedir a fratura dos jatos ejetados
durante o processo de eletrofiacio ou a solugdo pode secar na ponta da agulha, antes da
eletrofiacdo ser iniciada. Um aumento na viscosidade ou concentra¢do da solucdo da origem a
uma fibra com maior didmetro e mais uniforme. Para a solu¢do de baixa viscosidade € comum
encontrar contas depositadas ao longo das fibras, devido a uma grande quantidade de moléculas
de solvente e poucas cadeias entrelacadas, o que faz com que a tensdo superficial seja um fator
dominante do sistema ao longo do jato eletrofiado gerando instabilidade do mesmo e apenas
contas ou fibras com contas sdo formadas, enquanto acima de uma concentracio critica, uma
estrutura fibrosa continua € obtida e a sua morfologia € afetada pela concentraciao da solu¢cdo. Em
conjunto, os estudos indicam que existem polimero especificos, e valores de viscosidade 6tima
para eletrofiacdo e essa propriedade tem uma influéncia marcante sobre a morfologia das fibras

(Ramakrishna et al, 2005; Kulkarni et al, 2010).

19



2.6.2.2 Tensdo Superficial

N

A tensdo superficial refere-se a tensdo aproximada na camada superficial de um fluido.
Quando a solucd@o se encontra num estado de equilibrio, as moléculas no interior dessa solucdo
sdo solicitadas igualmente em todas as direcdes pelas forcas de atragdo das moléculas vizinhas.
As moléculas da superficie do fluido sofrem apenas atragdo lateral e inferior. Devido a interacao
conjunta destas forcgas, existe uma tensdo na superficie que faz a mesma comportar-se como uma

membrana elastica (Moore, 1976).

As unidades da tensdo superficial representam-se pela forca exercida numa superficie por
unidade de comprimento (N/m). Um fluido em contato com uma superficie sélida toma uma
forma, determinada pela relacdo entre trés forcas: a forca da gravidade, a forca da interacdo entre
as suas moléculas (forcas de coesdo) e a forca de interagdo entre essas moléculas e as particulas

da superficie sélida (forcas de aderéncia) (Moore, 1976).

Na eletrofiacdo, as cargas da solucdo polimérica devem ser altas o suficiente para vencer a
tensao superficial da solucdo. A tensdo superficial € uma fun¢do da composicao dos solventes da
solu¢do que desempenha um papel critico no processo de eletrofiacdo. Com a redugdo da tensao
superficial de uma solugdo, fibras podem ser obtidas sem granulos. Diversos solventes podem
contribuir com diferentes tensdes superficiais. Geralmente, a alta tensdo superficial de uma
solugdo inibe o processo de eletrofiagdo por causa da instabilidade dos jatos e a geracdo de gotas

pulverizadas (Bhardwaj, Kundu, 2010 ).

A formacgdo de goticulas e fibras depende da tensdo superficial da solucdo e uma tensdo
superficial menor da solu¢do ajuda na fiagdo para ocorrer em um menor campo elétrico no
processo de eletrofiacdo. No entanto, ndo necessariamente uma tensdo superficial menor de um
solvente serd sempre mais adequada para eletrofiagdo. Basicamente, a tensdo superficial
determina os limites superior e inferior do processo de eletrofiagdo se todas as outras varidveis

sdo mantidas constantes (Bhardwaj, Kundu, 2010).
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2.6.2.3 Condutividade Elétrica

A condutividade de uma solucdo € determinada pela capacidade de movimento (em massa)
dos fons H" presentes na solugiio ou ainda, a facilidade com que a solugiio € capaz de conduzir
uma corrente elétrica (Moore, 1976). O pH da solucdo pode ser influenciado pela concentracdo
de fons H' presentes, pois gera valores menores de pH, com isso a condutividade elétrica tende a

aumentar com a maior concentracdo de fons dissolvidos (Zillmer, 2007).

Quando uma diferenca de potencial € aplicada a um determinado volume de solucdo, a
intensidade da corrente que flui pela solu¢do serd proporcional a quantidade de fons presentes.
Nota-se que solugdes com alta condutividade terdo maior capacidade de carga do que solucdes
com baixa condutividade. No primeiro caso, o jato fibroso, na presenca de um campo elétrico,
submete-se a uma forca eletrostdtica maior do que no segundo (resultado do somatério de todas

as forgas de cada carga) (Bhardwaj; Kundu, 2010).

Condutividade elétrica da solu¢do é determinada principalmente pelo tipo de polimero,
solvente utilizado, e da disponibilidade de sais ionizdveis. Verifica-se que com o aumento da
condutividade elétrica da solucdo, existe uma diminui¢do significativa no didmetro das
nanofibras eletrofiadas, enquanto que com baixa condutividade da solugdo, resulta em
alongamento insuficiente do jato pela forca elétrica para produzir fibras uniformes e livres de
granulos. Em sintese, geralmente, o aumento da condutividade elétrica da solu¢do ou a densidade
de cargas é usado para reduzir e uniformizar o didmetro das fibras e, a0 mesmo tempo, diminuir o

numero de defeitos (Bhardwaj, Kundu, 2010).

A adicdo de sal idnico demonstra efeito sobre a morfologia e didmetro das fibras
eletrofiadas. Sais i0nicos tais como KH,PO,, NaH,PO4, e NaCl produzem fibras livres de
granulos e com didmetros relativamente menores que variam de 200 a 1000 nm ( Ramakrishna et

al, 2005; Kulkarni et al, 2010).
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2.6.3 OS PARAMETROS DO PROCESSAMENTO

2.6.3.1 Tensdo Aplicada

Os investigadores tém sugerido que, quando maior tensdes sdo aplicadas, ndo hd mais
ejecao de polimero e isto facilita a formacao de uma fibra de didmetro maior (Zhang et al, 2005).
Outros autores relataram que um aumento na tensdo aplicada (isto €, através do aumento da
intensidade do campo elétrico), aumenta a forca eletrostdtica repulsiva sobre o jato de fluido que
em ultima andlise, favorece a diminui¢do do didmetro da fibra. Na maioria dos casos, uma tensao
mais elevada provoca um maior alongamento da solu¢do devido a maiores forgas eletrostéticas no
jato, bem como um forte campo elétrico e estes efeitos conduzem a uma reducao no didmetro da
fibra e também uma riapida evaporagao do solvente a partir dos resultados da formacao de fibras
em uma tensdo mais alta. H4 também uma maior probabilidade de formacao de defeitos. Assim, a
tensao influencia o diametro da fibra, mas o nivel de significAncia varia com a concentragdao da
solu¢do de polimero concentragdo da solugdo e da distancia entre a ponta e a placa coletora

(Bhardwaj, Kundu, 2010).

2.6.3.2 Vazdo

A vazdo da solucdo determina a quantidade de solu¢@o disponivel para a eletrofiacdo. Na
literatura, o nimero de estudos relacionados com este pardmetro é muito limitado, contudo,
relacionam o fluxo da solu¢do com a dimensao e a morfologia das fibras. Em geral, o aumento da
vazdo favorece o aumento didmetro da fibra, muito embora exista um limite do didmetro para o
sucessivo aumento da vazdo. Vazles elevadas também podem originar fibras com defeitos,
devido a elevada quantidade de solvente que deve evaporar antes de alcancar placa coletora

(Megelski et al, 2002).
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O impacto da vazdo da solucdo é também relatado na morfologia das fibras, nomeadamente
a porosidade e a geometria. Além disso, para vazdes elevadas, a evaporacao revela-se incompleta,
conduzindo a formacdo de fibras achatadas, em vez de fibras com sec¢do circular (Megelski et al,

2002).

Do mesmo modo, o sucesso da eletrofiacdo depende também do equilibrio deste parametro,
uma vez que quantidades insuficientes ou excessivas impossibilitam a sua realizacdo. No
primeiro caso, o Cone de Taylor na extremidade do capilar ndo se mantém, caso o fluxo se revele
insuficiente para substituir a solu¢cdo projetada ao coletor. No segundo caso, as for¢as do campo
elétrico sdo impedidas de atuar (na orientacdo do jato) perante fluxos elevados de solugdo.
Quando isto acontece, a gota que origina o jato desprende-se pela acdo da gravidade, sem antes

sofrer orientacdo elétrica (Bhardwaj, Kundu, 2010).

2.6.3.3  Distiancia da Agulha a Placa Coletora

Uma distancia minima € necessaria para dar as fibras tempo suficiente para evaporar o
solvente antes de atingir a placa coletora, caso contrdrio, com distdncias que sdo préximas ou

demasiado longe, os granulos tém sido observados (Sill, Recum, 2008; Kulkarni et al, 2010).

Um importante aspecto fisico da eletrofiacdo de nanofibras é a evaporacdo do solvente
utilizado para dissolver o polimero, assim, deve haver distdncia 6tima entre a ponta da agulha e a
placa coletora que favoreca este processo para melhorar a producdo de nanofibras livres de

granulos (Bhardwaj, Kundu, 2010).
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2.6.3.4 Parametros Ambientais

Além de parametros de solucdo e de processamento, hd também pardmetros ambientais que
incluem umidade e temperatura, estes t€ém sido conduzidos para examinar os efeitos de
parametros ambientais sobre o processo de eletrofiacio. Com o aumento da temperatura, hd um
rendimento de fibras com diminui¢do do didmetro e atribuem esse declinio devido a diminui¢do
da viscosidade das solu¢des do polimero com o aumento da temperatura. H4 uma relagdo inversa

entre viscosidade e temperatura (Bhardwaj, Kundu, 2010).

Aumentando a umidade pode ocorrer um surgimento de pequenos poros circulares na
superficie das fibras, aumentando ainda mais a umidade, conduz coalescéncia aos poros.
Verifica-se que em niveis muito baixos de umidade, um solvente volatil pode secar rapidamente
como a evaporacao do mesmo. Em consequéncia, o jato necessita de mais tempo para secar. Por
outro lado, a liberdade de movimento das cadeias poliméricas € maior perante temperaturas
elevadas, resultando na menor viscosidade da solugdo. Pelo principio de funcionamento da
eletrofiacdio, a condutividade elétrica aplicada durante o processo € responsdvel pelo
prolongamento e distensdo do jato polimérico. Como tal, esta distensao € contrariada pelas forgas
viscosas, em conjunto com a tensao superficial. Se a viscosidade da solucdo diminuir em fungao
de uma temperatura mais elevada, a taxa de distensdo aumenta e consequentemente formam-se
fibras de diametros menores. Assim, a partir da solucdo e parametros de processamento, os
parametros ambientais também podem afetar o processo de eletrofiacdo (Bhardwaj, Kundu,

2010).

2.6.4 OS SOLVENTES UTILIZADOS PARA ELETROFIACAO

O solvente utilizado na preparacdo de solugdes de polimero tem como objetivo
influenciar na sua fiagdo, porque o primeiro passo € mais importante no processo de eletrofiacao

€ a dissolucdo do polimero num solvente adequado. Os solventes devem ter algumas
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propriedades, tais como, boa volatilidade, pressdo do vapor do jato, temperatura de ebulicdo e
deve manter a integridade da solugcdo polimérica. Assim, para o sucesso do processo de
eletrofiacdo um sistema de solvente apropriado € indispensdvel. A interacdo intermolecular de um
sistema polimero-solvente (sistema bindrio) € e/ou atraente ou repulsivo que depende unicamente

do tipo de solvente utilizado (Bhardwaj, Kundu, 2010).

No processo de eletrofiacdo, a evaporacdo rdpida do solvente e a separacdo de fases
ocorrem devido a pressdo do vapor do jato, o solvente desempenha um papel critico na
determinacdo da taxa de evaporagdo e do tempo de secagem. A volatilidade do solvente também
desempenha um papel significativo na formacdo de nanoestruturas uma vez que influencia o
processo de separacdo de fases. A morfologia e o tamanho de nanofibras fiadas dependem
fortemente das propriedades da solucdo, tais como, a viscosidade e tensdao superficial (Bhardwaj,

Kundu, 2010).

Diversos solventes podem contribuir para diferentes tensdes superficiais. A viscosidade da
solu¢do é determinada pela concentracao do polimero, mas o valor de tensdo superficial depende
tanto do polimero como do solvente, através da reducdo da tensdo superficial de uma solucao de
polimero, as fibras podem ser obtidas sem grinulos, mas este deve ser aplicado com cautela.
Tem-se reconhecido que a tensao superficial parece mais provdvel numa funcdo de composi¢des
de solvente, mas € insignificantemente dependente da concentracdo de polimero. Uma menor
tensao superficial do solvente nao € necessariamente sempre adequada para eletrofiacdo

(Bhardwaj, Kundu, 2010).

As propriedades de solventes tém um efeito profundo sobre o didmetro da fibra.
Basicamente, o solvente desempenha dois papéis cruciais na eletrofiagdo: em primeiro lugar,
dissolver as moléculas de polimero para formar o jato eletrificado e em segundo lugar para
transportar as moléculas de polimero dissolvido em direcdo a placa coletora (Bhardwaj, Kundu,

2010).
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Na eletrofiacio espera-se que:

1) os diametros das as fibras sejam consistentes e controldveis;
2) a superficie das fibras sejam livres de defeitos ou com defeitos controlaveis e;

3) as nanofibras continuas sejam reproduziveis.

No entanto, pesquisas t€ém demonstrado que estes trés objetivos nio sdo facilmente obtidos.
Uma das propriedades mais importantes relacionadas no processo de eletrofiacdo € o diametro
das fibras. Os didmetros das fibras dependerdo principalmente da espessura dos jatos, bem como

sobre o conteddo de polimero nos jatos (Huang et al, 2003).

Um problema notério encontrado em eletrofiacdo sao os defeitos, tais como granulos, isto
ocorre em nanofibras de polimero. Verificou-se que a concentra¢do do polimero também afeta a
formacdo dos granulos, reconheceu-se que maior concentracdo de polimero resultou em uma

reducdo na presenca de granulos (Huang et al, 2003).

2.6.5 APLICACOES BIOMEDICAS

Do ponto de vista biologico, quase todos os tecidos e 6rgaos humanos sio depositados em
forma de nanofibras ou estruturas. Exemplos incluem: ossos, dentina, coldgeno, cartilagem, pele.
Todos eles sdo caracterizados por uma matriz organizada hierdrquica de estruturas fibrosas
realinhadas em escala nanométrica. Nas ultimas décadas as pesquisas concentraram-se
principalmente na fabricacdo de nanofibras para aplicagdes em bioengenharia. (Huang et al,
2003). Um diagrama esquematico de aplicacOes eletrofiacdo em véarios campos € mostrado na

Figura 5.
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Figura 5: Aplicagdes de fibras eletrofiadas em diferentes setores (Bhardwaj, Kundu, 2010).

2.6.5.1 Proteses Médicas

Nanofibras de polimero fabricadas via eletrofiacdo tém sido propostos para um nimero de
aplicacdes em proteses de tecidos moles, tais como vasos sanguineos, de mama, etc. Além disso,
nanofibras fiadas de polimero biocompativel podem ser também depositadas como uma pelicula
fina porosa para um dispositivo de tecido duro protético concebido para ser implantado no corpo
humano. Esta pelicula de revestimento funciona como um dispositivo de estrutura fibrosa em
interface entre a prétese e os tecidos do hospedeiro, e é esperado que reduza eficientemente o
desgaste na interface tecido/dispositivo e, consequentemente, evite a falha do dispositivo apds o

implante (Huang et al, 2003).
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2.6.5.2  Engenharia Tecidual

Para o tratamento de tecidos ou 6rgdaos em mau funcionamento no corpo humano, um dos
desafios para o campo de engenharia de tecidos/biomateriais é o projeto de scaffolds/matrizes
sintéticas que podem imitar a estrutura e funcdes bioldgicas da matriz extracelular (ECM). As
células humanas podem se anexar e organizar em torno de fibras com diametros menores do que
os das células. Portanto, scaffolds fibrosos em nanoescala podem proporcionar um modelo ideal
para as células migrarem e crescerem ao seu redor. A regeneracdo bem sucedida de tecidos e
orgaos bioldgicos chama a atencdo para o desenvolvimento de estruturas fibrosas com
arquiteturas de fibras benéficas para deposicao e proliferacao celular. O interesse na engenharia
de tecidos € voltado para a criagdo de scaffolds reprodutiveis e biocompativeis resultando em
biocompdsitos de matriz para reparagao tecidual e varios procedimentos de substituicdo (Huang

et al, 2003; Chew, et al 2006, Sill, Recum, 2008; Kulkarni et al, 2010).

2.6.5.3 Curativo

Nanofibras de polimero também podem ser usados para o tratamento de feridas ou
queimaduras da pele humana, bem como concebido para dispositivos hemostaticos com algumas
caracteristicas unicas. Com o auxilio do campo elétrico, fibras finas de polimeros biodegradaveis
podem ser diretamente colocadas no local da ferida da pele para formar uma densa esteira
fibrosa, que pode curar as feridas, incentivando a formacio de crescimento normal da pele.
Membranas de nanofibras para curativos, normalmente tém tamanhos de poros que variam de
500 nm a 1 mm, suficientemente pequena para proteger a ferida da penetracdo bacteriana. A
eficiéncia de um filtro aumenta com a diminuicdo de didmetro da fibra (Huang et al, 2003;

Bhardwaj, Kundu, 2010).
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2.7 ELETROFIACAO DE GELATINA

A gelatina € conhecida por ter biocompatibilidade e biodegradabilidade semelhantes as do
colageno (Panzavolta et al, 2011) e fabricacdo de nanofibras por eletrofiacdo tem sido reportadas.
Scaffolds de gelatina, bem como blendas de gelatina com polimeros sintéticos tém ganhado

interesse em engenharia de tecidos. (Sell et al, 2009).

O solvente ideal para gelatina para aplicagdes médicas € a dgua devido a inexisténcia de
residuos toxicos na sua degradacdo, mas a temperatura ambiente a gelatina € parcialmente soldvel
em agua e ocorre a formacdo de um gel ndo sendo possivel obter uma viscosidade que permita a
eletrofiacdo da solucdo. Isto acontece porque a temperatura ambiente hd um aumento na ligacao
de hidrogénio o que induz uma transicao nas hélices individuais que foram separadas no processo
de desnaturacdo do coldgeno. As triplas hélices reorganizam-se ao longo do tempo para formar
uma rede tridimensional de géis. Nota-se que a formacdo da tripla hélice € uma parcial
renaturagdo do estado do coldgeno de origem, estas transicdes sao fisicas ( pontes de hidrogénio e

ligacdes de van der Waals) o processo de gelificac@o € termo-reversivel (Paker, Povey, 2012).

Alguns trabalhos sobre eletrofiacdo de gelatina reportam a obtencdo de nanofibras a partir
de solugdes utilizando solventes como 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP), 2,2.2-
trifluoroetanol (TFE) que pode ser usado para dissolver polimeros naturais (Zhang et al, 2007;
Song et al, 2008, Panzavolta et al, 2011). No entanto, estes solventes sdo altamente toxicos, os
residuos destes solventes em que as fibras sdo eletrofiadas, podem ser lancados no corpo por
degradacdo e ser prejudicial ao hospedeiro. Assim € preferivel utilizar sistemas aquosos nao
toxicos ou pouco téxicos para aplicagdes biomédicas como sistemas dgua/dcido formico e

agua/dcido acético (Panzavolta et al, 2011).

Infelizmente, os sistemas aquosos sdo conhecidos por serem inadequados para o processo
de eletrofiagdo para polimeros naturais como a gelatina, devido a elevada tensdo superficial,
baixa volatilidade da solu¢do aquosa, elevada viscosidade e baixa solubilidade em solventes

organicos em gerais (Song er al, 2008). Todavia, o 4cido acético, bem como misturas de
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agua/dcido acético, tem sido proposto como solventes para contornar este problema e por serem

menos téxicos (Panzavolta et al, 2011).

Diferentes estudos ilustraram a possibilidade de produzir fibras com gelatina através de
eletrofiacdo. Para obter fibras 6timas sem defeitos, varios pardmetros tém de ser considerados,
nomeadamente parametros de processo como o campo elétrico aplicado ou as condi¢des
ambientais e parametros de sistema como as propriedades intrinsecas da solu¢do (Fong ef al,

1999)

Sabe-se que a viscosidade, a condutividade elétrica e a tensdo superficial da solugdo sdo
fatores determinantes. Por exemplo, uma baixa viscosidade da solucdo de gelatina estd
normalmente associada a formacdo de defeitos. De fato, abaixo de um dado limiar de
viscosidade, ndo se observa eletrofiacdo, mas sim electrospraying (producdo de gotas/defeitos e
ndo de fibras). Quando fibras apresentam defeitos significa que esse limiar ndo foi ultrapassado

completamente (Fong et al, 1999).

Por outro lado, quando a densidade de carga € elevada os defeitos desaparecem (dominio da
eletrofiacdo), estando este fato relacionado com o campo aplicado e numa menor escala com a
condutividade elétrica da solucdo. A densidade de carga pode ser controlada por cargas de

polaridade igual ou oposta a que o jato carrega consoante se queira aumentd-la ou diminui-la

(Fong et al, 1999).

A tensdo superficial depende dos polimeros e solventes utilizados no processo de
eletrofiacdo (Fong et al, 1999). Com um coeficiente maior de tensdo superficial o campo

aplicado terd ser mais elevado para quebrar o equilibrio eletrostético.

Estudos recentes t€ém mostrado que a introdugdo de polimeros sintéticos tais como poli
(4cido L-l4ctico) (PLLA), poli acetato de polivinila (PVA), poli (6xido de etileno) (PEO) e poli
(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) para formagdo de blendas com gelatina no processo de eletrofiacao
poderia para melhorar as propriedades fisico-quimicas das solu¢des, como hidrofilicidade e

viscosidade ( Lu er al, 2006, Yang et al, 2007, Kejing et al, 2010, Simone et al, 2010). Estes
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polimeros sdo biocompativeis e ndo téxicos e melhoram a capacidade de processamento
proporcionando um composto de nanofibras uniformes e sem defeito. No presente trabalho, foi
utilizada uma solucdo mista de 4gua/dcido acético, gelatina e PVP a fim de obter solucdes
adequadas ao processo de eletrofiacdo, mas sem comprometer as suas propriedades bioldgicas. O
polimero de escolha foi o PVP, pois é um polimero que apresenta 6timas propriedades quimicas e
bioldgicas (ver secdo 2.5), porém uma blenda polimérica de gelatina/PVP pouco investigado na
literatura, sendo um diferencial neste trabalho. Foram avaliadas as propriedades das solucdes
como pH, condutividade elétrica, tensdo superficial e viscosidade e as membranas foram
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura, andlise termogravimétrica e

citotoxicidade.
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3 MATERIAIS

3.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados neste trabalho foram: Gelatina (tipo B de pele bovina, Sigma
Aldrich), PVP (MM= 360,000, Sigma Aldrich), dcido acético (CH3COOH, 99,7%, Ecibra) e

dgua deionizada.

3.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES POLIMERICAS DA BLENDA:
GELATINA/PVP

As solucdes foram preparadas em diferentes propor¢cdes em massa de dgua/dcido acético,

sem qualquer tratamento ou purifica¢do adicional.

Foram preparadas solu¢des poliméricas, pela mistura de gelatina/PVP, como descrito a

seguir.
Para possibilitar a eletrofiacdo da solu¢c@o polimérica foram preparados por dissolucio 9,2%
de peso de gelatina e 7,4 % de peso de PVP, constante em diversas concentracOes de dgua/dcido

acético. A composicao de cada solugdo estd apresentada na Tabela 1.

Todas as solugdes foram agitadas durante 2 horas (agitador Nova Etica, Modelo 114), a 26

°C e eletrofiadas no mesmo dia do preparo. Todas as solu¢des foram preparadas na mesma
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ordem, sendo adicionado o dcido acético em dgua, em seguida a gelatina e posteriormente o PVP

gradualmente.

Tabela 1: Concentracoes de agua/acido acético (% em massa)

Nimero  Proporgio Agua: Acido Acético  Acido Acético (% p)

1 1:8 9,3
2 3,5:1 18,6
3 2:1 27,8
4 1:1,25 37,0
5 1,25:1 46,3
6 1:2 55,5
7 1:3,5 64,8

3.3 CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES POLIMERICAS DE
GELATINA/PVP

Todas as solucdes poliméricas foram caracterizadas através de medigdes de pH,

viscosidade, tensdo superficial e condutividade elétrica.

O pH das solucdes foi determinado utilizando um pHmetro digital (Modelo DM-22) e a
condutividade elétrica utilizando um condutivimetro digital (Modelo DM-32) ambos da Digimed.
A tensdo superficial foi medida em duplicata utilizando o Tensidmetro Kruss (Modelo K -12) e o
Tensiometro Sigma (Modelo 701). Para cada solugdo, valores médios dessas propriedades foram

calculados a partir de pelo menos trés medicoes.

As propriedades reoldgicas foram medidas utilizando o redmetro Haake RS1, com cone e

geometria de placas PP35Ti (tamanho da abertura de 35 mm). Todas as medicOes foram
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realizadas a uma temperatura de 25°C. A viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento foi

. . . . z -1
obtida em ensaio em regime permanente para taxa de cisalhamento até 100s™ .

3.4 ELETROFIACAO DAS SOLUCOES

As solucdes de gelatina/PVP preparadas foram eletrofiadas em temperaturas 26° entre
29°C, utilizando uma seringa descartdvel de 10 ml, com uma agulha descartdvel com ponta
metdlica de 0,55mm de didmetro interno. O polo positivo de uma fonte de alta tensdo, projetada
para trabalhar na faixa de 0 a 30 kV, foi conectado a ponta da agulha metélica da seringa,
enquanto que o eletrodo terra foi utilizado para aterrar a placa coletora de cobre, com as
dimensdes de 5,0 x 10,0 cm. A vazdo foi controlada por uma bomba de infusido (kdScientific,
Modelo KDS-100), conectada a seringa e a tensdo foi controlada por uma fonte de alta tensdo

(Testtech). A distancia da ponta da agulha ao coletor foi de 10 cm.

As solucdes foram processadas a uma tensdo positiva de 29,1-29,2 kV e
auma vazao de 1 mL / h. As amostras das membranas fiadas foram coletadas em folhas de papel
aluminio, as quais revestiam a placa de cobre durante os experimentos. Em cada teste foram
eletrofiadas aproximadamente 5 ml de solu¢do polimérica. A Figura 6 mostra uma foto do

equipamento de eletrofiacdo utilizado neste trabalho.
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Figura 6: Aplicacdes de fibras eletrofiadas em diferentes setores. A: Fonte de alta tensado; B:

Bomba infusora e C: Placa coletora.

3.5 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS ELETROFIADAS DE
GELATINA/PVP

A morfologia das fibras de gelatina/PVP eletrofiadas foi avaliada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) utilizando um equipamento ZEISS (Modelo Evoma-15). Para a
observacgdo pelo MEV, as amostras foram revestidas em ouro utilizando um equipamento Sputter
Coater, Bal-Tec (Modelo SCD-0O50). Os diametros médios das fibras foram determinados por
analise das imagens de MEV, utilizando o programa de andlise de imagens ImageJ, onde foram

medidos os didmetros de 50 fibras de cada amostra escolhidas aleatoriamente.

Andlise termogravimétrica TGA foi realizada em um STA 409C (Netzsch, Alemd). Neste

trabalho, a massa de cada amostra foi de 10 mg. O gas transportador foi o nitrogénio, a uma taxa
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de fluxo de 50 mL/min. As amostras foram aquecidas 18-500 °C em uma unica taxa de

aquecimento de 10 °C/ min.

3.6 CITOTOXICIDADE

Os testes de citotoxicidade indireta do biomaterial eletrofiado de gelatina/PVP foram
realizados segundo a norma ISO10993-5 (2009). As células da linhagem Vero (Instituto Adolfo
Lutz) foram cultivadas em meio de cultura 199, com 10% de soro fetal bovino e 10% de solucdo
antibidtica (penicilina/estreptomicina), e foram mantidas a 37 °C e 5% CO,.

As amostras de biomaterial foram esterilizadas por 6xido de etileno segundo a norma
ABNT NBR 15245.e incubadas em meio de cultura durante 24 horas, para obten¢do da solucdo
de extracdo. Paralelamente foi realizado o inéculo celular, com densidade de 3x10° células/poco,
em placas de cultura de 24 pocos. As células foram cultivadas durante 24 horas nesta condi¢ao,
até atingir aproximadamente 80% de confluéncia da monocamada. Em seguida o meio de cultura
foi substituido pelo meio de extracdo. Como controle negativo (nao citotéxico) foi utilizado meio
de cultura padrdo, e como controle positivo (citotéxico) uma solug¢do de fenol 0,4%, em meio de
cultura. Os testes foram realizados em triplicata.

Apés 24 horas de incubacdo foi realizada a observacdo da morfologia celular, em
microscopia de fase. As andlises foram complementadas com a fixa¢do das células em
glutaraldeido (2,5%), seguida de coloracdo em Azul de Toluidina 0,1%. As observacdes foram
realizadas ao microscopio de luz invertido (Axiovert Al, Zeiss).

Foi ainda realizada a inoculagdo de células diretamente em contato com o biomaterial,
acrescentando dados a citotoxicidade indireta. As condi¢des de inoculagdo, cultura e observagao
da morfologia celular foram as mesmas anteriormente descritas.

Os testes foram realizados na Universidade Federal do ABC, campus Santo André, no

Laborat6rio de Biomateriais e Dispositivos Biomédicos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 7 apresenta um grafico do pH em funcio da concentrag@o de 4cido acético, onde
se observa que o pH decresce com o aumento da concentragdao do dcido acético, ficando na faixa
de 3,3 a 1,9 . Essa diminuicdo do pH com o aumento da concentracdo do acido acético €
esperada, pois quando um dcido entra em contanto com a dgua que € considerada um liquido
neutro libera uma quantidade de fons de hidrogénio (H") muito maior do que estd na 4gua,
acarretando na reducdo do pH (Cameron, 2004). O monitoramento do pH da solugdo ¢é
importante, pois a gelatina em meio dcido pode degradar segundo Song et al. (2008), o pH deve
ser monitorado acima de 1,5. Assim, em todas as solucdes estudadas o pH manteve-se dentro de

uma faixa admissivel de valores.
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Figura 7: Alteracdes no pH das solugdes de gelatina/PVP em diferentes concentracdes de

agua/acido acético.

A Figura 8 apresenta um grafico dos valores da tensdo superficial em funcdo da

concentragdo de acido acético, avaliados em dois equipamentos, Kruss e Sigma. Para a amostra 7
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ndo foi obtida a medida de tensdo superficial no equipamento Sigma, pelo fato do menisco se
romper no anel no momento do processo, devido a solug@o apresentar alta viscosidade Figura 10.
Pode se observar que a tensdo superficial variam entre 33 mN / m e 40 mN / m e que ela tende a
diminuir com o aumento da concentra¢do do 4cido acético. No entanto, pode se observar que essa
tendéncia ndo ocorre para todas as faixas de concentragdes, pois para uma concentracdo de 37%
de acido acético pode observar um valor mais elevado da tensdo superficial (38 mN / m) foi

observado.
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Figura 8: AlteracOes na tensdo superficial das solugdes de gelatina/PVP em diferentes
concentragdes de dgua/acido acético. Medidas de tensdo superficial realizadas pelos aparelhos

Kruss e Sigma.

Essa diminui¢do da tensdo superficial com o aumento da concentracdo do 4cido acético é
esperada, pois o dcido acético possui tensdo superficial de aproximadamente 28,8 mN / m,

N

enquanto que a agua possui tensdo superficial aproximadamente 72 mN / m a temperatura
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ambiente (Song et al, 2008, Gu et al, 2009). No entanto, hd uma evidéncia de que os polimeros
também contribuem para uma redugdo na tensdo superficial, pois segundo a literatura a tensao
superficial de solu¢des de dgua/dcido acético com concentragdo de 10 e 40 % possuem valores
aproximados de 55,0 e 41,0, respectivamente (Geng et al, 2005). Essa influéncia dos polimeros
na tensdao superficial pode ser atribuida ao fato desses agirem como surfactantes, ficando
adsorvidos na interface, devido ao fato da gelatina e do PVP terem segmentos moleculares

hidrofébicos e hidrofilicos (ver se¢des 2.4 € 2.6.).

A Figura 9 apresenta um grafico da condutividade elétrica em funcdo da concentragdo de
acido acético. Pode se observar pela figura que a condutividade elétrica varia entre 658,1 uS/cm e
2001,9 pS/cm e que ela tende a diminuir com o aumento da concentracdo do 4cido acético. A
diminui¢do da condutividade elétrica ocorreu de forma contrdria ao encontrado na literatura, onde
o aumento da condutividade elétrica tende a aumentar com a maior concentragdo de fons H*
dissolvidos na solu¢do (Gu et al, 2009). Porém, a condutividade idnica diminui a teores mais
elevados de dcido acético, a possivel reducdo da condutividade idnica numa concentracdo de
acido acético maior pode ser atribuida a formagao de ions multiplos (Vieira et al, 2007). O acido
acético € um 4cido fraco que em contato com a dgua dissocia-se em acetato, um anion fraco. A
ionizacdo do 4cido acético € pequena e o anion acetato fraco possui grande afinidade pelo préton
(H"), dessa forma, eles reagem e mais 4cido acético é formado, inibindo o aumento da
condutividade elétrica, pois reduz (H") livres na solucdo (Russell, 1994). No entanto, ha também
evidéncia de que os polimeros utilizados influenciam na condutividade elétrica da soluc¢ao, pois
esta propriedade é determinada principalmente pelo tipo de polimero e solvente utilizado (Uyar,

Besenbacher, 2008, Bhardwaj, Kundu, 2010).
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Figura 9: Alteracdes na condutividade elétrica das solu¢des de gelatina/PVP em diferentes

concentracdes de dgua/dcido acético.

A Figura 10 mostra um gréfico da viscosidade n em fun¢do da taxa de cisalhamento, onde
se observa um comportamento Newtoniano, para todas as solucdes em funcdo da taxa de
cisalhamento em relacdo a concentracdo de acido acético. Assim, a andlise da viscosidade das
solucdes foi realizada utilizando como parametro a viscosidade a taxa de cisalhamento zero mo,

conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11: AlteracOes na viscosidade das solucdes de gelatina/PVP em diferentes concentragdes

de dgua/édcido acético.
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Pode-se observar na Figura 11 que no varia entre 0,103 (Pa.s) e 0,229 (Pa.s) e que ela
tende a aumentar com a diminui¢do da concentracdo do 4cido acético. No entanto, pode se
observar que essa tendéncia ndo ocorre para todas as faixas de concentragdes, pois as faixas de
concentragdo de 27 a 56% essa tendéncia ndo foi observada. Pode-se, portanto verificar que a
viscosidade estd correlacionada ao pH da solucdo, pois para maiores valores de pH as cadeias
poliméricas comportam-se como suspensdes emaranhadas, mas quando o pH diminui elas tendem

a se comportarem como um gel fraco (Guerreiro, Meneguelli, 2009).

A Figura 12 mostra o Termograma TGA que revela o comportamento de degradacdo
térmica da gelatina pura e do PVP puro. Os polimeros em geral, quando submetidos a um
tratamento térmico, podem apresentar mudancas estruturais caracterizadas por ruptura de ligagcoes
quimicas nas suas cadeias moleculares. Essas modificacdes sdo evidenciadas pela diminuicdo na
massa molecular, com evolu¢do de produtos volateis. A andlise termogravimétrica realizada em
processo continuo nas amostras dos polimeros envolveu a medida da variagdo de massa em
fung¢do da temperatura, pois ao sofrer degradacdo sob efeito do calor, o material perde massa
(Sebio, 2003).
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Figura 12: Curvas termogravimétricas (TGA) de degradagdo térmica da gelatina pura e do PVP

puro
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Na Figura 12 observam-se as medi¢cdes de TGA da gelatina pura que mostra uma perda de
massa de 20% na curva da amostra no intervalo de temperatura de 18 a 100 °C antes de iniciar o
processo de degradagdo. Essa etapa corresponde a perda de dgua retida no interior das amostras.
Ao atingir uma temperatura de aproximadamente 250 °C dao inicio ao processo de degradacdo
que se segue até 420 °C com perda de massa de aproximadamente 70%. Neste processo as
amostras passam por reagdes endotérmicas de hidrélise e oxidagcdo (Mattos, 2011). Na etapa final
acima de 420 até 500 °C ocorrem reacdes exotérmicas originadas do final da pirdlise do colageno
com uma perda de massa de 89% restando por volta de 11% de cinzas constituidas pelos residuos
de carbono (Mattos, 2011). E importante destacar que a temperatura maxima atingida pelo

equipamento € de 500 °C por isso nao houve uma redu¢do maior na massa da amostra.

Na Figura 12 medicoes de TGA foram realizadas sobre o PVP puro que foram aquecidas a
uma taxa de 18 até 500 °C. O grafico mostra duas fases distintas de peso observado, uma perda
de peso inicial como sendo cerca de aproximadamente 20%, na gama de temperatura de 18 até 80
°C, a perda de peso até esta faixa de temperatura é atribuida a oligémeros de baixo peso
molecular, perda de umidade e o solvente residual nesta gama de temperaturas. Na segunda fase
a perda de peso indica a degradacdo de PVP puro acima de 330 ° C esta grande perda de peso foi
atribuida a decomposicao estrutural do polimero. Acima de 500 °C o PVP puro decompde-se

completamente, por isso a presenga de residuo de 11 % de massa a 500 °C (Gasaymeh, 2010).

A Figura 13 mostra o Termograma TGA que revela o comportamento de degradacdo
térmica das blendas poliméricas de gelatina/PVP das amostras 4 e 7, pois todas as membranas
apresentam composicao constate de gelatina e PVP, e a amostra 4 é a que foi realizada o teste de
citotoxicidade e a amostra 7 € a que contém maior concentracdo de acido acético. Na andlise
gravimétrica térmica da blenda polimérica de gelatina/PVP mostrou perfil de decomposi¢io a
partir de aproximadamente 350 °C e continuando até cerca de 480 ° C. Isto mostra que a
estabilidade térmica da gelatina € melhorada devido a presenca do PVP. Esta observacdo é
consistente com os resultados observados na Figura 12, onde foi mostrado que a gelatina pura
comeca a se decompor aproximadamente a 250 °C e com as blendas poliméricas comecam a

decompor a temperaturas mais elevadas a partir de 350 °C. A estabilidade térmica melhorada da

gelatina € atribuida a interag@o entre gelatina/PVP, conduzindo assim a maior resisténcia ao calor
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da blenda polimérica resultante, em comparacdo com a gelatina pura, tal como a redu¢do da perda
de massa da gelatina e do PVP puro de 11% para aproximadamente 40% da blenda polimérica.
Portanto, as curvas de TGA mostraram claramente que o PVP incorporado a gelatina contribuiu

para uma substancial melhoria na estabilidade térmica.
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Figura 13: Curvas termogravimétricas (TGA) de degradacao térmica da blenda polimérica

gelatina/PVP.

A Figura 14 apresenta as imagens de MEV das membranas de gelatina/PVP produzidas
pelo processo de eletrofiacdo. Observa-se pela Figura 14 a formacdo de fibras uniformes
utilizando os parametros estabelecidos nas solucdes 4 (d), 5 (e) e 7 (g). Conforme observacao das
imagens a, b e ¢ nestas amostras houve a formacao de fibras em algumas regides, porém nao
apresentaram homogeneidade de fibras interconectadas em toda a drea analisada e observou-se a
presenca de defeitos nas mesmas. Curiosamente na amostra f houve um indicio de formacao de
fibra, mas podemos observar que ndo ocorreu a total evaporacdo do solvente o que causou a

dissolucdo das fibras no coletor.
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Figura 14: Micrografia e Morfologia dos didmetros das fibras de Gelatina/PVP eletrofiadas,
com aumento de 5000 vezes. Com diferentes concentragdes de dcido acético em (%) de peso:
(a) Solucao 1 (9,3), (b) Solucdo 2 (18,6), (c) Solucdo 3 (27,8), (d) Solugdo 4 (37,0), (e) Solugao
5 (46,3), Solucdo 6 (55,5), Solugdo 7 (64,8%).

A Figura 15 apresenta imagens de MEV e dos respectivos histogramas de distribuicido dos

didmetros das fibras das membranas de gelatina/PVP fibras obtidas a partir das solu¢des 4, S e 7.
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Figura 15: Micrografia, Morfologia (com aumento de 20000 vezes) e Histograma dos didmetros
das fibras de Gelatina/PVP eletrofiadas. Com diferentes concentracdes de dcido acético em (%)

de peso: (a-b) Solucao 4 (37,0), (c-d) Solugdo 6 (46,3), (e-f) Solucao 7 (64,8%).
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Pode-se observar a formacdo de fibras uniformes, livres de defeitos e uma diminui¢do do
didmetro médio com a diminui¢do da concentracdo de 4cido acético pelas imagens a, c e e. Os
histogramas mostraram a frequéncia dos diametros das fibras obtidos a partir da variacdo da
concentracdo de 4cido acético. Pode-se observar que na figura b (solucdo 4) os didmetros das
fibras apresentam pico no intervalo de 120-150 nm, a figura d (solu¢do 5) a distribuicdo dos
diametros ficaram concentrados nos intervalo de 360-390 e 420-450nm e na figura f (solucdo 7)
ocorreu um pico no diametro no intervalo de 480-510nm, assim observa-se que a distribuicdo do

diametro das fibras a 37% de 4cido acético foi significativamente menor, ver Tabela 2.

A Tabela 2 mostra os valores das propriedades das solucdes e dos didmetros médios das

fibras de gelatina/PVP obtidas por eletrofiacao

Tabela 2: Propriedades das solucdes e diametros médios das fibras obtidas por eletrofiacao.

Niimero pH v (mN/m) k (uS/cm) no(Pa.s) Diametro Médio (nm)*
1 3,30 40,24 2001,9 0,229 -
2 2,98 38,88 1839,4 0,162 -
3 2,78 33,56 1661,2 0,103 -
4 2,54 38,04 1409,2 0,115 154 (38)
5 2,33 33,43 1138,5 0,169 355 (121)
6 2,04 30,53 916,1 0,104 -
7 1,89 33,25 658,1 0,125 519 (192)

*Q valor entre parénteses corresponde ao desvio padrao.

Sabe-se que a tensdo superficial elevada de uma solucdo inibe o processo de eletrofiacdo de
modo que resulta da instabilidade dos jatos a geracdo de goticulas pulverizadas formando fibras
com defeitos (Han ez al, 2008). No entanto, pode se observar que foram obtidas fibras para
valores elevados de tensdo superficial (solucdo 4). Assim, pode-se concluir que a tensdo
superficial dentro da faixa de valores obtidos ndo foi o fator determinante para a formacdo de

fibras.
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Nas Figura 10 e Figura 11 e Tabela 2 pode-se observar que a viscosidade depende da
concentracdo agua/dcido acético. Observa-se que os valores obtidos de mng estdo dentro de uma
faixa de variagdo préxima. Estudos indicam que a viscosidade com valores maiores
frequentemente dao origem a fibras com didmetros maiores € mais uniformes, pois as cadeias
poliméricas estdo mais emaranhadas dificultando o estiramento do jato (Ramakrishna et al, 2005,
Kulkarni et al, 2010). Porém, observa-se na Tabela 2, que a solucdo 7 que possui viscosidade
menor resultou, em fibras com didmetros maiores em comparacdo com a solu¢do 5 que apresenta
valores de viscosidade maior e didmetros de fibras menores. Portanto, os resultados indicam que
a viscosidade nao foi o parametro significativo para a formacao, morfologia e didmetros médios

das fibras obtidas.

A condutividade elétrica € uma propriedade relacionada com o pH da solugdo (ver secao
2.6.2.3) e esta foi alterada em fun¢@o da concentracdo de dcido acético. Na Tabela 2 verificou-
se que com o aumento da condutividade elétrica houve uma diminuicdo do didmetro médio das
fibras, porém para valores de condutividade elétrica acima de 1661, 2 uS/cm as fibras obtidas nao
ficaram uniformes e apresentaram muitos defeitos. Assim, existe um limite para o aumento da
condutividade elétrica para obtengdo de fibras uniformes, pois ultrapassando este limite pode
ocorre a quebra do jato, devido uma maior mobilidade dos fons livres em solucdo e a geometria
caracteristica do cone de Taylor também € afetada causando instabilidade nos jatos durante o

processo de eletrofiacdo.

A partir dos resultados descritos acima, observou se que a tensio superficial e viscosidade
ndo foram fatores determinantes na obten¢do de fibras uniformes de gelatina/PVP. Portanto, as
andlises revelaram que a diferenca na condutividade elétrica das solugdes de gelatina/PVP
controlada pela concentracdo de agua/dcido acético possui um efeito significativo e decisivo

sobre a formag¢do, morfologia e o didmetro das fibras ver Figura 14 e Figura 15

A Figura 16 a revela o aspecto macroscopico da membrana de gelatina/PVP durante o
processo de eletrofiacdo e a Figura 16 b mostra a aparéncia macroscopicamente da membrana

obtida apds o processo de eletrofiagdo. Observa-se uma membrana de largura x comprimento de
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aproximadamente 3,5 x 3,5 cm, espessura de aproximadamente 3 mm, cor branca e formato

irregular.

Figura 16: Aspecto macroscopico das membranas. a) Durante o processo de eletrofiacdo. b)

Ap06s o processo de eletrofiacdo

Os ensaios in vitro dentre eles citotoxicidade, sdo efetuados como um teste inicial na
primeira fase da avaliacdo da biocompatibilidade de materiais visando futuras aplicacdes em
engenharia tecidual. A citotoxicidade e uma técnica in vitro que pode ser medida
quantitativamente pela lise das células (morte celular), inibi¢do de crescimento celular, e outros

efeitos causados nas células pelos dispositivos, materiais e/ou seus extratos (Rogero et al, 2003)

Na Figura 17a nota-se que a monocamada de células utilizado como controle citotoxico
atingiu a confluéncia no periodo do teste, com células bastante espalhadas, citoplasma baséfilo, e
nucleo contendo de 1 a 3 nucléolos. Na Figura 17b observamos que a solucdo de fenol se
mostrou citotdxica, e nesta condi¢c@o as células se apresentaram pouco aderidas a placa de cultura,
com vérios prolongamentos, e nicleo bastante denso, ndo sendo possivel identificar os nucléolos.

Foram observados debris na solugdo de cultura e células em processo de degeneragdo. As andlises

54



da morfologia celular dos controles para o teste de citotoxicidade permitiram observar o padrdao

de crescimento das células Vero, tipico de células fibroblasticas.

-sopm,

Figura 17: Teste de citotoxicidade, controles. a).Controle nio citotéxico, monocamada
confluente de células. b) Controle citotoxico, poucas células presentes, com nucleo bastante
denso, prolongamentos celulares e presenca de debris. Células coradas com azul de toluidina,

aumento 200 x.

Na Figura 18a e Figura 18c as células cultivadas na condi¢cdo de citotoxicidade indireta
apresentaram o padrao de crescimento esperado para as células Vero, e condizente com o
controle ndo citotoxico. As células apresentaram-se bastante espalhadas, formando uma
monocamada confluente, com aspecto fibroblastico, nicleo bem delimitado e a identificacdo dos
nucléolos, entre 1 a 3 por nucleo. Nao foram observados debris celulares ou degeneracdo celular
expressiva. Na Figura 18b e Figura 18d o mesmo resultado pode ser observado no teste de
cultura celular em contato direto com o biomaterial gelatina/PVP. As células presentes na placa
de cultura, e mesmo nas dreas de contato direto com o biomaterial, mantiveram o padrdo
fibroblastico tipico, sem sinais expressivos de degeneracdo e morte celular (Malmonge et al,

1999, Senne et al 2008).

55



Figura 18: Teste de citotoxicidade, biomaterial. a) Citotoxicidade indireta, contraste de fase; b)
Contato direto das células com o biomaterial, contraste de fase. ¢) Citotoxicidade indireta,
células coradas com azul de toluidina; d) Contato direto das células com o biomaterial, células
coradas com azul de toluidina. Pode ser observada a monocamada de células bastante
espalhadas, com morfologia tipica de fibroblastos, mesmo no limite de contato com o

biomaterial gelatina/PVP. Aumento: 200 x.

O crescimento das células Vero em monocamada confluente, com morfologia tipicamente
fibroblastica, e semelhante ao controle ndo citotéxico, permite concluir pela nio citotoxicidade
do biomaterial gelatina/PVP (Malmonge et al, 1999, Senne et al 2008). O padrio de crescimento
citotéxico, com poucas células, apresentando prolongamentos, niicleo denso, debris em solucdo e

sinais de degeneracdo celular, ndo foi observado nas amostras de citotoxicidade indireta do
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biomaterial gelatina/PVP. Os resultados obtidos com o cultivo de células diretamente em contato
com o biomaterial comprovaram as observagdes da citotoxicidade indireta. Foi possivel observar
a monocamada confluente mesmo na superficie de contato direto com o bimaterial, com células
tipicamente fibroblasticas. Estes resultados permitem orientar ensaios futuros do estudo de

interagd@o celular com o biomaterial.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi investigado o efeito da concentracdo de dcido acético na eletrofiacdo de
blendas de gelatina/PVP a partir de solugdes aquosas contendo dcido acético. A partir dos
resultados obtidos, foi possivel constatar que, dentro da faixa estudada, concentra¢cdes menores de
acido acético promoveram a formagdo de fibras com menores didmetros. Portanto, a presenca de
acido acético tem um efeito significativo sobre a morfologia e o didmetro médio das nanofibras

obtidas.

Os parametros da solugdo como tensdo superficial e viscosidade nao foram fatores
determinantes na obtencdo de fibras uniformes de gelatina/PVP. A condutividade elétrica foi o

parametro decisivo sobre a formacgdo, morfologia e o didmetro das fibras.

De acordo com o esperado, observou-se que solu¢des com uma condutividade elétrica mais
alta produziu fibras com didmetros menores. As nanofibras exibiram morfologia cilindrica e

foram aleatoriamente distribuidas em uma esteira fibrosa, apresentando estruturas uniformes.

Nas andlises termogravimétricas das blendas poliméricas de gelatina/PVP, observou-se que
a estabilidade térmica melhorada da gelatina € atribuida a interacdo entre gelatina/PVP,
conduzindo assim a maior resisténcia ao calor da blenda polimérica resultante, em comparagao

com a gelatina pura.
Os resultados obtidos para os ensaios de citotoxicidade observou-se que o biomaterial
gelatina/PVP apresentou o padrdo de crescimento esperado para as células Vero, sem sinais

expressivos de degeneracido e morte celular, condizente com o padrdo ndo citotoxico.

Concluiu-se que a melhor membrana obtida € a numero 4, visando futuras aplicacdes em

engenharia tecidual.
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