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Resumo

O uso de implantes em cirurgias de corregcdo da parede abdominal é
freqlientemente necessario. Telas de poli(propileno) podem ser empregadas com sucesso
para essa finalidade, possuindo boa aceitagéo tecidual e baixo custo. O uso deste tipo de
biomaterial pode, porém, ocasionar a aderéncia indesejada entre tecidos e/ou entre
6rgaos como o figado e os intestinos e a tela, resultando em dores abdominais, obstrucao
intestinal e infertilidade. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o de desenvolver
uma estratégia de recobrimento de telas de poli(propileno) enfocando a deposicao de
solugdes de quitosana de massa molar baixa e média e de polietilenoglicol (PEG) de
massa molar igual a 1000 Da por electrospinning. Para fins de comparacgéao, telas de
poli(propileno) foram alternativamente recobertas por imersdo com diferentes solugdes
combinando quitosana e PEG. Nos estudos de recobrimento via electrospinning, foram
avaliadas as variaveis tipo de solvente para a dissolugdo da quitosana e do PEG, vazao
de solugdo de recobrimento, propor¢do entre quitosana e PEG, diferenga de potencial
usada durante a deposicao e distancia entre a tela e o jato de injegéo. As telas recobertas
através da imersdo em solugbes de quitosana a 1% (tanto com a de baixa massa molar
quanto a com massa molar média) e em solugdes de quitosana misturada ao PEG
também com concentracdo de sélidos total de 1% apresentaram-se satisfatérias para fins
de barreira fisica em cirurgias de hérnia, considerando-se o aspecto, a uniformidade, os
valores médios de espessura (de 1140 e 990 um, respectivamente), a perda de massa em
fluido corpéreo simulado (5,1 e 8,9%, respectivamente) e a capacidade de absor¢ao do
mesmo fluido (0,76 e 0,59 g/g, respectivamente). J& o recobrimento por electrospinning
resultou no depdsito de fibras emaranhadas na superficie das telas, que apresentaram,
entdo espessuras finais variando entre 581 e 612 um, perdas de massa entre 4,9 e 9,2%
em fluido corpéreo simulado, capacidade de absor¢do de 0,17 a 0,36 g/g em fluido
corpoéreo simulado e diametros de fibras de 20,9 a 92,2 um. O recobrimento via
electrospinning resultou em biomateriais menos espessos e com menos massa

associada, com bom potencial de uso na aplica¢ao pretendida.
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Abstract

The use of implants in surgical correction of the abdominal wall is frequently
required. Polypropylene meshes can be successfully employed for this purpose, having
good tissue acceptance and low cost. The use of this biomaterial, however, can lead to
undesired adhesion between tissues and/or between organs such as the liver and
intestines and the mesh, resulting in abdominal pain, bowel obstruction and infertility. In
this context, the objective of this work was to develop different coatings of polypropylene
meshes, focusing on the deposition of solutions of chitosan of low and medium molecular
weight and polyethylene glycol (PEG) of molecular weight equal to 1000 Da by
electrospinning. For comparison, polypropylene meshes were alternatively coated by
immersion in different solutions combining chitosan and PEG. In the studies of coating via
electrospinning, the effect of the variables type of solvent for the dissolution of chitosan
and PEG, coating solution flow rate, chitosan to PEG mass ratio, the potential difference
used during the deposition and the distance between the mesh and the injection jet were
evaluated. Meshes coated by immersion in chitosan (both with low and medium molar
mass) and PEG solutions with total solids concentration of 1% were satisfactory for
purposes of physical barrier in hernia surgery, considering aspect, uniformity, mean
thickness (1140 and 990 um, respectively), mass loss (5.1 and 8.9%, respectively) and the
capacity of fluid absorption (0.76 and 0.59 g/g, respectively). Coating by electrospinning
resulted in the deposition of entangled fibers on the surface of the meshes, which had final
thickness ranging between 581 and 612 um, losses of mass between 4.9 and 9.2% in
simulated body fluid, absorption capacity of 0.17 to 0.36 g/g in the same fluid and fiber
diameters from 20.9 to 92.2 um. Coating the meshes via electrospinning resulted in thinner
biomaterials and with less associated mass, with good potential for use in the intended

application.
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1. INTRODUGAO

1.1. Justificativa e relevancia

Tem-se verificado um apreciavel aumento nos ultimos anos no niumero e no tipo
de dispositivos de uso clinico com as mais diversas fungdes. Os dispositivos implantados
temporaria ou permanentemente no corpo humano sao frequentemente denominados de
“biomateriais”, sendo este termo adotado desde a Conferéncia do Instituto Nacional de
Desenvolvimento de Consenso em Saude, em 1982. Entretanto, um biomaterial pode ser
definido, de forma mais ampla, como “qualquer substancia (outra que nao um farmaco) ou
combinagao de substancias, sintéticas ou naturais quanto a origem, que possa ser usada
por um periodo de tempo, completa ou parcialmente, como parte de um sistema que trate,
aumente ou substitua qualquer tecido, érgdo ou fungédo do corpo humano” (Helmus e
Tweden, 1995). Os biomateriais podem ser metdlicos, ceramicos, poliméricos (sintéticos
ou naturais), compositos ou mesmo consistir de dispositivos recobertos. Para que possam
ser empregados in vivo com sucesso, estes materiais devem ser biocompativeis, nao

causando reacgdes alérgicas ou inflamatérias.

Uma das aplicacbes de importancia dos biomateriais é a contengdo de hérnias
abdominais. Nessa regidao do organismo, o fator crucial para o sucesso da utilizacdo do
biomaterial depende da capacidade do mesmo em fixar-se apenas ao 6rgdo a ser
recuperado, sem resultar em adesdes na interface com outros tecidos. Como os
biomateriais presentes no mercado ndo sao totalmente eficientes nesse sentido, diversas

pesquisas tém sido realizadas a fim de se evitar tais complicag¢des cirurgicas.

Adesdes poOs-operatorias, as quais resultam de uma agressao ao periténio, cuja
etiologia ocorre por falhas no mecanismo de reparo peritoneal, fazendo surgir, entdo
cicatrizes que se desenvolvem em locais de trauma apds intervencéo, acontecem em 55 a
97% dos pacientes submetidos a cirurgias abdominais (Diamond et al, 2003). Em
mulheres, esse indice corresponde a 80%, podendo ocasionar infertilidade, obstrugao
intestinal e dores pélvicas crbnicas. Além disso, um estudo mostra que 35% das mulheres
que passaram por cirurgias ginecoldgicas precisam ser novamente operadas devido a



adesbes em média 2 vezes nos 10 anos seguintes a primeira intervencédo (Binda et al.,
2003).

Um dos tipos de adesao mais comumente verificado € o que ocorre na regiao
peritoneal. O peritbneo € a maior membrana serosa do corpo, possuindo duas camadas
(parietal e visceral). Suas principais fungdes sdo a reducdo do atrito entre as visceras
abdominais, 0 aumento da resisténcia a possiveis infeccbes e o armazenamento de
gordura. Adesdes sdo geralmente formadas de 7 a 10 dias ap6s a lesao peritoneal
decorrente de, por exemplo, procedimentos cirurgicos. Entre os sintomas mais comuns,
pacientes com adesfes peritoneais relatam dores abdominais e pélvicas devido a
restricdo indireta do movimento dos 6rgaos, resultante do alongamento e da contragao
dos musculos adjacentes as visceras ou a parede abdominal. A exploragdo dessas
estruturas por técnicas micro laparoscopicas mostra que 80% desses pacientes
apresentam fragilidade nos tecidos que, aparentemente, geram estimulos dolorosos. Apos
a adesiolise (intervengao cirdrgica para separar ou remover aderéncias), a maioria dos

sintomas desaparece (Sulaiman et al., 2001).

A cicatrizacao dos ferimentos peritoneais resultantes de cirurgia, infeccdo ou
inflamacéao € iniciada a partir de uma reacgao inflamatéria que aumenta a quantidade de
fluido peritoneal, inclusive células e proteinas, levando a formacao de fibrina. Embora as
adesdes abdominais pés-operatérias possam ser removidas através de procedimentos
cirurgicos, estas podem reaparecer de forma ainda mais severa, o que tem estimulado a
realizacdo de estudos para evitar ou minimizar a formacao de aderéncias e eliminar a
necessidade de tratamentos cirurgicos repetidos, invasivos e custosos (Zhou et al., 2004).
Alguns produtos estdo sendo desenvolvidos para esta finalidade, como agentes

antiinflamatérios, antioxidantes e anticoagulantes.

Assim, um dispositivo ideal para a contencdo de hérnias abdominais deve ser
capaz de manter a sua resisténcia mecanica e se integrar com os tecidos circundantes
sem induzir a formagdo de aderéncias (Bellon et al, 2001). Uma das estratégias
estudadas é a insergéo de barreiras fisicas, cuja eficacia e aplicagao foram estudadas,
por exemplo, por Avital et al. (2005). Tais barreiras podem se apresentar na forma de
filme ou gel reabsorviveis colocadas entre as superficies do tecido danificado e do
biomaterial a ser implantado, como a utilizagdo de dispositivos de quitosana (Paulo et al.,



2009). A incorporacao de polietileno glicol (PEG) na formulacdo de materiais para
aplicagdo como barreira fisica é de interesse, pois este composto tem se mostrado
eficiente como protegéo hidrofilica e apresenta baixa toxicidade, com reduzida incidéncia
de reacgbes alérgicas na aplicagao in vivo. Entretanto, para que a eficacia do tratamento
nédo seja comprometida, a barreira deve ser naturalmente degradada a uma velocidade
apropriada.

Por véarios anos o polietileno de baixa densidade foi utilizado no reparo de tecidos
da parede abdominal. A partir de 1958, entretanto, com a introdug&o, nos EUA, de uma
malha de poli(propileno) na prética cirurgica pelo Dr. Francisco Usher, ocorreu a transigéao
para este polimero e outros materiais sintéticos que possuam as qualidades requeridas,
como serem quimicamente inertes, ndo carcinogénicos, antialergénicos e apresentarem
adequada resisténcia mecéanica (Greca et al.,, 2001). Com isso, intensificou-se o estudo
do uso de telas protéticas de poli(propileno), analisando-se a influéncia de sua espessura,
diametro de poros, resisténcia mecanica, rigidez, textura superficial, carga elétrica e na
recuperacdo da qualidade de vida dos pacientes. Apesar dos variados estudos ja
realizados nesta area e do j& bem estabelecido uso das telas de poli(propileno) em
cirurgias abdominais, ainda hoje se observa a ocorréncia frequente de adesodes
peritoneais apds sua utilizacdo. Desta forma, estratégias que possam minimizar ou
mesmo eliminar estes problemas, como a associacdo ou o recobrimento das telas com

materiais biocompativeis, sdo de grande valia.

1.2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o recobrimento de telas de poli(propileno) com
quitosana e polietileno glicol ou poli(6xido de etileno), através da técnica de deposigao via
electrospinning, visando contribuir para a redugao da ocorréncia de adesdes peritoneais
quando do uso deste tipo de dispositivo em cirurgias abdominais. Os efeitos das
seguintes variaveis nas caracteristicas do material recoberto foram analisados: a massa
molar da quitosana (baixa MM, 450 kDa e média MM, 600 kDa, verificadas atraves de
cromatografia por permeacéo em gel), o tipo de solvente para a dissolugdo da quitosana e
do PEG, o uso de tensoativos, a vazdo de solugdo de recobrimento e a proporgao



quitosana/PEG. A caracterizacdo das amostras obtidas foi realizada pela analise do
aspecto e da morfologia das telas recobertas, da espessura e da homogeneidade do
recobrimento, da capacidade de absorcdo do conjunto tela/recobrimento em fluido
corpéreo simulado, da perda de massa no mesmo fluido ap6s 7 dias de contato, e da
ocorréncia de desprendimento do recobrimento da tela apds a hidratacdo. Os resultados
obtidos no recobrimento via electrospinning foram comparados com os observados para
as telas recobertas por imersdo em solugbes de quitosana e PEG e mostraram que o
recobrimento via electrospinning resultou em biomateriais menos espessos e com menor
massa associada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomateriais

Um biomaterial pode ser definido como qualquer material empregado em
dispositivos médicos que interagem com sistemas biol6gicos (Williams, 1987). Tal
conceito vem sendo expandido nos ultimos anos, por exemplo, com relagdo ao tipo de
interacao com sistemas biolégicos, compreendendo materiais capazes nao somente de
tratar distarbios em um érgdo ou em uma dada funcdo do corpo, mas também de
estimular ou substituir qualquer tecido (incluindo, portanto, materiais bioativos). Tal
dispositivo deve apresentar caracteristicas adequadas quanto a porosidade, resisténcia a
tensao, flexibilidade e elasticidade, além de ser biocompativel, sendo desejavel em alguns
casos que o material seja também bioativo e bioabsorvivel.

Entende-se por biocompatibilidade a capacidade de um material desempenhar
uma resposta tecidual apropriada em uma aplicacao especifica, enquanto a bioatividade
se refere a propriedade inerente a alguns materiais de participarem em reacdes biolégicas
especificas. Camadas bioativas podem ser formadas, por exemplo, a partir de moléculas
qgue previnem a formagéo de coagulos sangtiineos ou iniciam a degradacao enzimatica de
um trombo. A hidroxiapatita, por exemplo, € muito utilizada no recobrimento de implantes
endodsseos. Essa camada constitui uma superficie bioativa para o ancoramento de 0ssos

neoformados.

Quanto ao tipo de material, os biomateriais podem ser constituidos de polimeros
sintéticos, metais, ceramicas e macromoléculas naturais (por exemplo, biopolimeros) que
sao processados a fim de se tornarem adequados a fins médicos, uma vez que estardo

em contato com células, tecidos, 6érgaos e sistemas organicos.

Idealmente, os biomateriais ndo devem produzir qualquer resposta biol6gica
adversa local ou sistémica, ou seja: 0 material deve ser ndo toxico, nao carcinogénico,
nao antigénico e nao mutagénico. A selecdo de um biomaterial deve levar em
consideragao as caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas do material. Algumas das

propriedades mais relevantes nessa selegdo sdo sumariamente discutidas a seguir.



A resisténcia mecanica é muito importante em dispositivos que sofram esforco
frequente, como enxertos de aorta, valvulas cardiacas, balées de angioplastia e implantes
odontoldgicos e ortopédicos. Dispositivos com alta resisténcia a fadiga devem suportar
esforgos ciclicos sem permitir propagacédo de trinca, sendo em sua maioria feitos de
poliuretana, poliéster e metais em geral. Esses dispositivos funcionam em sua maioria
como implantes ortopédicos, odontoldgicos e cardiovasculares. Quanto a rugosidade, em
aplicagbes onde é desejado baixo atrito, como em implantes de juntas ortopédicas,
utiizam-se materiais com acabamentos polidos. Quando se deseja integragdo tecido-
implante, como em implantes endodsseos, alta rugosidade é desejada. Com relagdo a
taxa de permeacao de diferentes espécies, dispositivos como lentes de contato devem
apresentar alta taxa de permeagao de gases. Geralmente a permeacado decresce com a
cristalinidade do material. Hidrogéis sdo permeaveis a agua e, por esta razao, sao muito
utilizados como dispositivos de liberagdo controlada de drogas (Silva, 2008).

A estabilidade em fluidos biolégicos é também uma propriedade importante.
Alguns materiais sofrem mudancas drasticas em sua resisténcia a tracdo, a fadiga, a
fluéncia, em seu modulo de elasticidade, tor¢do ou flexdo quando ligeiramente
umedecidos. A degradacdo também é afetada pela absor¢cdo de &gua: materiais
hidrofilicos tendem a se degradar do interior para a superficie, enquanto materiais
hidrofébicos tendem a ter primeiramente suas superficies degradadas. Dispositivos como
fios de sutura e dispositivos de liberagcdo controlada de farmacos devem ter sua
degradacéo controlada, enquanto implantes permanentes devem ser estaveis.

O comportamento do biomaterial apds sua esterilizacdo € também de grande
relevancia, ja que o método de esterilizacao utilizado pode influenciar o estado energético
da superficie de um implante, alterando a resposta celular. Alguns polimeros podem ter
suas propriedades negativamente alteradas quando esterilizados por irradiagdo com raios

gama, apresentando, por exemplo, envelhecimento precoce.

Biomateriais metalicos apresentam alta resisténcia mecéanica, a fadiga e ao
desgaste, porém apresentam baixa resisténcia a corrosdo em meio fisiologico, baixa
biocompatibilidade e grande diferenga de propriedades em relagdo aos tecidos vivos. As
principais ligas utilizadas sdo as de titanio, de aco inoxidavel e de cobalto-cromo.



Materiais metélicos sado frequentemente empregados na constituicdo de préteses
ortopédicas, em implantes dentarios, em parafusos e em eletrodos.

Os biomateriais ceramicos possuem como caracteristicas alta resisténcia a
compressao, alta resisténcia a corrosdo em meio fisiolégico, adequada
biocompatibilidade, porém baixa resisténcia a tracdo e baixa tenacidade (pequena
resisténcia a impactos necessarios para levar um material a ruptura). Os principais
materiais ceramicos utilizados sdo a hidroxiapatita, a zircdnia, o fosfato tricalcico e o
carbono. As principais aplicagbes sao em ossos artificiais, em traquéia artificial, em

preenchimento ésseo, como fixador 6sseo e na raiz de dentes.

Ja os biomateriais obtidos a partir de polimeros sintéticos apresentam alta
ductibilidade, boa biocompatibilidade, facilidade de fabricagdo, baixa resisténcia
mecanica, € podem se degradar com o tempo. Os principais polimeros utilizados sdo o
poli(etileno), o poli(metacrilato de metila), o Nylon®, o Dacron®, as siliconas e o 4cido
polilatico. Suas principais aplica¢cdes sao em superficies articulares, cartilagem, cimentos
ortopédicos e adesivos.

Os biomateriais também podem ser feitos a partir de polimeros naturais, como,
por exemplo, os polissacarideos quitosana, xantana, pectina, alginato e a carragena.
Estes apresentam boa biocompatibilidade e biodegrabilidade, possuindo propriedades
que favorecem a regeneracgao dos tecidos. Desta forma, biomateriais provenientes destas
matérias-primas naturais se apresentam como uma alternativa relevante para a sintese de
implantes que reparem tecidos moles e no tratamento de feridas e queimaduras. Em
contrapartida, seu uso é restrito em pecas que suportam elevadas cargas, visto que
frequentemente sdo bioabsorviveis, o que pode ser prejudicial em aplicagdes cuja
durabilidade do biomaterial seja de fundamental importancia. Outra limitagdo dessa classe
de matéria-prima € a dificuldade em se obter no mercado polimeros de grau médico (sem
aditivos ou contaminantes) e com propriedades reprodutiveis, ja que suas caracteristicas
podem variar lote a lote.

O emprego de biomateriais para o tratamento de lesdes é relatado ha mais de
200 anos. Porém, os desenvolvidos antes de 1960 ndo atingiram alto nivel de sucesso
devido ao pouco conhecimento sobre biocompatibilidade. No final da Segunda Guerra

Mundial, materiais inicialmente desenvolvidos para fins militares tornaram-se disponiveis



para uso como biomateriais. Posteriormente, uma area totalmente nova de pesquisa foi
iniciada na década de 1960, que se caracterizou pela concepcao de novos biomateriais
com melhor desempenho biol6gico, considerando as propriedades comuns entre células,
moléculas biologicamente ativas e estruturas tridimensionais conhecidas como scaffolds
(Leeuwenburgh et al., 2008).

Uma das aplicagdes de importancia dos biomateriais € a contencdo de hérnias
abdominais. Para esta finalidade, segundo Minossi et al. (2008), um biomaterial ideal deve
ter as seguintes caracteristicas: resisténcia mecénica semelhante a dos tecidos
circunvizinhos; ndo propiciar infeccdo (0 que implicaria em sua retirada precoce); ser
rapidamente incorporado pelo organismo; ndo estimular a fibrose excessiva; ndo ser
carcinogénico, e ser economicamente viavel. Nessa regidao do organismo, o fator crucial
para o sucesso da utilizagdo do biomaterial depende da capacidade do mesmo em fixar-
se apenas a regido a ser recuperada, sem resultar em adesdes na interface com outros
tecidos. Como os biomateriais presentes no mercado nao sao totalmente eficientes nesse
sentido, diversas pesquisas tém sido realizadas a fim de se evitar tais complicagbes

cirurgicas, conforme discutido a seguir.

2.2. Utilizacao de telas de poli(propileno) em cirurgias de hérnia

Hérnias constituem-se de defeito, enfraquecimento, ruptura ou relaxamento das
estruturas da parede abdominal e que resulte na penetracdo de uma viscera ou tecidos
através de uma abertura geralmente circular que pode ser congénita ou adquirida.

A hérnia da parede abdominal é uma incidéncia clinica com prevaléncia, tanto na
populacdo adulta como infantil, estimada entre 3% a 8%, sendo cinco a seis vezes mais
comum no sexo masculino. Cerca de 75% das hérnias ocorrem na regiao inguinal. As
hérnias incisionais e ventrais representam aproximadamente 10% de todos os tipos de
hérnias e as femorais, apenas 3%, enquanto hérnias incomuns sao responsaveis por 5%

a 10% dos casos restantes (Minossi et al., 2008).

A hérnia e seu reparo cirurgico sdo temas vastamente estudados e de profundo
interesse por parte dos cirurgides. As estratégias de correcdo cirlrgica estdao muito



distantes de chegar a um consenso entre os especialistas, havendo muitas divergéncias
mesmo entre as grandes escolas médicas. O marco na correcao das hérnias deve ser
atribuido a Edoardo Bassini que, em 1884, na ltalia, langou as bases consideradas, até
recentemente, as mais racionais para o tratamento das hérnias inguinais (Bassini, 1887).

Outros cirurgides, como Marcy, discipulo norte-americano de Lister, Halsted, Mc
Vay e outros cirurgides do final do século 19 e comec¢o do século 20, definiram a anatomia
patolégica e as principais técnicas operatérias, utilizadas até hoje. Na década de 90,
emergiram modificagdes revoluciondrias no tratamento das hérnias inguinais. A
introdugé@o do conceito de herniorrafia com livre tensao deu espacgo aos reparos baseados
na colocagao de telas (Lichtenstein, “Mesh Plug”, Nyhus e reparo laparoscoépico) (Minossi
et al., 2008).

Ainda segundo Minossi et al. (2008), as proteses, tanto biolégicas como artificiais,
foram inicialmente utilizadas como reforgo realizado pela técnica convencional de
tratamento de hérnia inguinal, que consiste da sutura do tendao conjunto ao ligamento de
Cooper a partir do tubérculo pubico, lateralmente ao canal femoral, conferindo maior
reforco a parede posterior do canal inguinal. O cirurgido, ao ndo se convencer da
resisténcia do reforco, optava por complementa-lo usando uma proétese. Esta conduta,
entretanto, era excepcional, mas hoje tornou-se um procedimento padrao e, de certa
forma, indiscriminado. A partir de 1946, ap6s estudos experimentais, foi introduzido na
pratica médica o uso de préteses metalicas, como as de tantalo e, posteriormente, as de
aco inoxidavel. A fragmentacao destes materiais, no entanto, com risco de penetracao em
vasos € nervos, e a eventual migracdo de seus fragmentos para outras partes do
organismo, limitou o uso desta técnica, desencadeando pesquisas com outros materiais,
como o Nylon® (Rhodia), o polietileno, o polivinil, o0 Dacron® (Du Pont) e o Teflon® (Du
Pont). Esses materiais, todavia, foram associados a um maior indice de infecgcédo e
rejeicao. O poli(propileno) monofilamentar, material inerte com baixo indice de infecgao e
fistulizacao, é o material preferido pela maioria dos cirurgides.

A escolha de telas multi ou monofilamentadas esta relacionada a quantidade de
corpo estranho que serd introduzida no paciente, podendo aumentar a incidéncia de
infecgbes. As infecgdes podem ser minimizadas com a escolha do tamanho dos poros e
intersticios, por exemplo. Estes devem ser maiores que 10 um, pois a maioria das

bactérias apresenta didametro da ordem de 1 um e os macrofagos, de 10 um (Pereira e
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Pinheiro, 2008). As telas com multiflamentos em (poli(éster), poli(tetrafluoretileno),
epoli(propileno), tém poros menores que 10 um, onde as bactérias podem se proteger da
eliminacdo por macréfagos. Se ocorrer infecgdo, a tela deve ser retirada (Goldstein,
1998).

No caso do politetrafluoretileno (PTFE), os fibroblastos ndo conseguem aderir e
se difundir devido a baixa tensao superficial, reduzindo a integragcdo do material ao tecido.
Além de apresentar resisténcia de incorporagdo 35% menor em relagdo a do
poli(propileno) (Dinsmore et al., 2000), é uma alternativa relativamente cara.

O processo inflamatério provocado pela protese pode promover sua aderéncia
aos tecidos e fistulas intestinais. O primeiro estagio para a formagdo de uma fistula é
representado pela aderéncia do material sintético a viscera adjacente. O risco de
fistulizacdo ndo desaparece com o tempo, podendo se manifestar entre 14 a 20 anos
apos a cirurgia. A incidéncia de aderéncias e fistulizagdes varia de 0,3% a 23% quando se
usa telas de poli(propileno) (Minossi et al., 2008). Os riscos a longo prazo das proéteses e
seu efeito nos tecidos circunjacentes é motivo de preocupacgao para diversos estudiosos
do assunto. Nyhus (2000) e Langer et al. (2001) alertam para o risco em potencial de a
persistente reacdo tecidual desencadear a transformag¢do tumoral maligna local, fato

observado em experimentos com animais.

Uma alternativa para tentar minimizar os problemas de aderéncia e fistulizagao
verificados atualmente nas cirurgias de reparo de hérnia utilizando telas de poli(propileno)
€ 0 recobrimento destas com materiais que sejam biocompativeis, biofuncionais e que

evitem a aderéncia entre o material sintético do implante e a viscera a ele adjacente.

Felemovicius et al. (2004) estudaram os efeitos de implantes corretivos para a
cirurgia de hérnia através de indugéo da resposta inflamatéria provocada cirurgicamente
em uma area de 2,5 cm? da parede abdominal de ratos e utilizaram implantes de tela de
poli(propileno) do tipo Sepramesh® aplicada tanto isoladamente quanto acoplado a
Seprafilm® (Genzyme Corporation) para fins comparativos. O Sepramesh® (Genzyme
Corporation) é constituido por uma tela de poli(propileno) recoberta em uma de suas
faces com &cido hialurdnico e carboximetilcelulose quimicamente modificados, aderidos a
tela pelo uso de adesivo bioabsorvivel a base do copolimero poligalactideo/glicolideo. Tal

material € composto de uma face macroporosa para a integracdo de maneira firme e
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rapida com a parede abdominal e de outra face com uma barreira reabsorvivel em contato
com as visceras abdominais, visando inibir a formagdo de adesdes. Ja o Seprafim® é
uma membrana composta por hialuronato de sédio e carboximetilcelulose quimicamente
modificada (HA/CMC). Este dispositivo reduz a formagdo de aderéncias através da
separacdo mecanica temporaria de superficies peritoneais lesadas. O dispositivo
Seprafilm® pode também inibir adesdes pelos efeitos bioquimicos do acido hialurénico.

No estudo de Felemovicius et al. (2004), cada grupo experimental envolveu 20
animais, e a area de adesdo foi avaliada em termos da area da tela analisada por
laparoscopia e ap6s o sacrificio dos animais. Os periodos de avaliagao variaram de 7 a 28
dias, e tecidos foram coletados para analise por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Na Figura 2.1 podem ser observadas as caracteristicas tipicas quanto ao aspecto
avaliadas por micrografias eletrdnicas das telas de poli(propileno) e Sepramesh® antes da
exposicao aos tecidos animais.

Figura 2.1- Micrografias eletrénicas de tela de poli(propileno) (A) e Sepramesh™ (B)
(Felemovicius et al., 2004).

Os autores observaram que as aderéncias estavam completas no sétimo dia, nao
havendo posterior mudanga na area em que estas ocorreram. Superficies livres de
adesao nas telas foram observadas até o quinto dia e, a partir de entédo, estas foram
recobertas por células mesoteliais. A tela de poli(propileno) isolada induziu adesbées em
todos os ratos. A area média envolvida foi de 92%. Com Sepramesh™, 9 dos 20 ratos
ficaram livres de adesdo, e a area média de adesdo foi de apenas 15%. Quando o
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Sepramesh® foi acoplado ao Seprafilm®, adesdes minimas se desenvolveram em 5 dos
20 ratos, com area média de cobertura de 2%. Quatro das cinco adesdes ocorreram em
um ponto de ancoragem isolado. Os autores concluiram que o Sepramesh® reduz em
cerca de trés quartos as ocorréncias de adesao em telas de poli(propileno), e quando em
conjunto com o Seprafilm®, a incidéncia se tornou praticamente nula. Essa é uma
alternativa de recobrimento das telas de poli(propileno), porém apresenta alto custo e, em
funcao deste fator, dificil penetracdo no mercado brasileiro.

Goissis et al. (2001) realizaram um trabalho cujos objetivos foram desenvolver,
caracterizar e avaliar o comportamento biolégico de malhas de poli(propileno) recobertas
com colageno polianiénico ou recoberto com filme denso de poli(cloreto de vinila) como
biomateriais para a reconstru¢cdo da parede abdominal. A malha de poli(propileno) com
recobrimento de poli(cloreto de vinila) mostrou-se mais biocompativel e menos
susceptivel a adesao das algas intestinais, 0 que sugere seu potencial para uso na
reconstrucdo da parede abdominal. Os resultados mostraram também que o poli(cloreto
de vinila) isoladamente e, principalmente, pela auséncia de adesdo apdés 9 semanas,
pode constituir-se em um biomaterial para uso temporario. No entanto, materiais de
aplicacao bioldgica constituidos de poli(cloreto de vinila) geralmente apresentam
plastificantes em sua composicdo, como é o caso de di(2-etilhexil)ftalato (DEHP),
presente em tubos de PVC e extraido do material por solugdes fisiolégicas como o
sangue, por exemplo e em agua. Esse plastificante resulta em um efeito depressor da
contratilidade miocéardica em ratos e em preparagées atriais humanas in vitro. A utilizagao
de materiais de PVC isentos de plastificantes, por outro lado, aumenta o custo de
confecgcdo de biomateriais e limita suas aplicagdes pela reducdo das propriedades

mecanicas.

Existem, além das telas supracitadas, outros dispositivos protésicos produzidos
por diferentes fabricantes, sendo alguns especificos para determinados tipos de hérnia.
As telas PHS (Prolene® Hernia System) produzidas pela Ethicon-Johnson & Johnson®,
sao compostas por monofilamentos de poli(propileno) que proporcionam maior resisténcia
e menor reagdo tissular, sendo indicadas para reparacdo de hérnias, de defeitos da
parede toraxica e como reforgco de parede. Constitui-se de uma tela porosa, inerte e
biocompativel, resistente a infeccdo, de baixo custo, com amplo histérico de utilizagao.
Além de apresentar eficacia comprovada, requer minima sutura para sua fixagéo (2 a 4



13

pontos), propiciando rapido retorno do paciente as atividades. O aspecto tipico da tela
PHS é apresentado na Figura 2.2. O formato tridimensional com a presenca de uma
regido circular central facilita a manipulagcdo e a aplicagdo do material quando do

procedimento cirdrgico.

Figura 2.2- Aspecto da tela Prolene® Hernia System (Cardinal Health, 2011).

No entanto, esta tela é incorporada ao tecido por fibrose, reduz a mobilidade da
parede abdominal, causa maior desconforto no periodo pés-operatério, podendo o
paciente perceber especialmente a borda da tela, em fungcdo da alta densidade
caracteristica da protese.

Ja a tela Ultrapro® Hernia System (Ethicon-Johnson & Johnson®) é constituida de
50% de filamentos de Monocryl (poliglecaprona, um copolimero constituido de glicolideo e
e-caprolactona), absorvidos em 83 dias, e de 50% de Prolene do tipo macio. Assim, é
constituida de um sistema duplo parcialmente absorvivel, possui baixa densidade e
macroporos. Comparada com as telas de poli(propileno) comumente utilizadas em
cirurgias de hérnia, as telas Ultrapro® apresentam massa estranha implantada 65%
menor, sendo indicada para reparos inguinais e incisionais. Forma um tecido cicatricial
flexivel e forte, que promove a mobilidade natural da parede abdominal, além de permitir
clara visualizacdo da anatomia e melhor manipulagdo durante os procedimentos devido a
presenca de linhas azuis. Na Figura 2.3 é apresentado o aspecto tipico da tela Ultrapro®
Hernia System.

As telas Vypro (Ethicon-Johnson & Johnson®) apresentam porosidade de 5 mm,
resultando em 70% menos quantidade de massa de corpo estranho implantada no
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paciente (comparando com a tela de Prolene®). Seu componente principal, a
poliglactina(vicryl), é absorvida em 63 dias. Sdo indicadas para reparagao dos defeitos da
parede toracica, protecao das visceras abdominais, prevengao de hérnia, reconstrucao de
superficie pelviana, tratamento de queimaduras e cirurgia plastica de mama (técnica peri-
areolar). A tela Vypro® é apresentada na Figura 2.4, e também apresenta uma regido
central oca para facilitar a manipulagéo.

Figura 2.3- Aspecto da Tela Ultrapro® Hernia System (JE Hospitalar, 2011).
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Figura 2.4- Aspecto da Tela Vypro® Hernia System (JE Hospitalar, 2011).

As telas de poli(propileno) recobertas com polimeros biocompativeis disponiveis
atualmente apresentam elevado custo e dificil penetracdo no mercado brasileiro. Uma
alternativa para solucionar o problema econ6mico verificado se baseia na utilizagdo de
telas de poli(propileno) produzidas no pais, como, por exemplo, a tela Intracorp®
(Venkuri®), confeccionada em poli(propileno) monofilamentado, ndo absorvivel e sintético,

que poderiam ser recobertas com polimeros que ndo impactem significativamente o seu
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valor final de venda. Desta forma, tais dispositivos poderiam ser mais acessiveis a 6rgaos
publicos com restrigdo de recursos, como o Sistema Unico de Satde (SUS) brasileiro.

Na Tabela 2.1 sdo apresentados os valores verificados no mercado brasileiro
para os tipos de telas mencionados. Considerou-se o délar cotado em cerca de R$1,80,
além de carga tributaria e frete aumentam o valor do produto em 50% para as telas
importadas da Ethicon-Johnson & Johnson®.

Tabela 2.1- Valores em reais para as diferentes telas disponiveis no mercado (Jul. 2010)

Tela Fabricante Dimensoes R$/unid. | R$/cm?
12" x 12"
(30cm x 30cm) 540,00 0,60
6" x 6"
ULTRAPRO Partially Ethicon-Johnson (15cm x 15cm) 229,50 1,02
Absorbable Mesh 3" x 6"
(7,6cm x 15cm) | 310,50 2,72
2.4"x4.3"
(6cm x 11cm) 292,50 4,43
12" x 12"
(30cm x 30cm) 499,50 0,56
6" x 6"
PROLENE Mesh Ethicon-Johnson |—{126m X 1om)_ 225,00 | 1.00
(8¢cm x 15cm) 231,75 1,93
1" x 4"
(2,54cm x 10cm) 189,00 7,44
PROLENE Mesh Pre- Ethicon-Johnson 2.4"x 5.4
Shaped Keyhole (Large) (6cm x 13,7cm) | 108,00 1,31
PROLENE Mesh Pre- Ethicon-Johnson 1.8"x 4.0"
Shaped Keyhole (Small) (4.6cm x 10cm) 81,00 1,76
Vypro Mesh Ethicon-dohnson 8" x 8"

(20cm x 20cm) 7425 1,86
26cm x 36cm 179,55 0,19
20cm x 25cm 145,80 0,29
15cm x 15cm 101,09 0,45

7,5cm x 7,5cm 73,70 1,31

Intracorp Venkuri

Através da Tabela 2.1, é possivel observar que para um mesmo tipo de tela, o

fator de custo por unidade de area aumenta conforme se diminui as dimensdes da tela
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comercializada. As telas Ultrapro® de 6 cm x 11 cm e PROLENE® de 2,54 ¢cm x 10 cm
apresentam as maiores razdes de custo por unidade de area, enquanto a tela nacional
Intracorp® de 26 cm x 36 cm apresenta o menor valor, motivo pelo qual esta Gltima foi

escolhida para o desenvolvimento deste trabalho.

Conforme ja mencionado, embora as préteses se constituam em uma boa opcao
para corrigir hérnias da parede abdominal, principalmente pelo fato de poderem ser
utilizadas quando nao se consegue reconstituir o defeito de maneira anatémica, elas
podem determinar uma série de complicagdes, tais como infecgao, rejeicao, deformagao,
acumulos serosos ou sangliineos, aderéncias e fistulizacdo em visceras ocas, alteragbes
da espermatogénese, carcinogénese e dores cronicas na regiao inguinal (inguinodinia), o
que faz com que o seu uso deva ser criterioso. O desenvolvimento de um biomaterial que
reduza as complicagbes e, por conseguinte, as preocupagbes decorrentes do

procedimento pds-cirargico se torna de extrema importancia nesse contexto.

Paulo et al. (2009) mostraram que o uso de membranas de quitosana justapostas
a superficie de telas de poli(propileno) em contato com visceras de ratas implantadas com
tais dispositivos foi eficiente na prevencao da formacao de adesbes abdominais, 0 que
deu subsidios para a andlise do uso deste polissacarideo no recobrimento de telas de
poli(propileno).

2.3. Uso de quitosana na producao de biomateriais

O uso de polimeros naturais para aplicagbes diversificadas tem sido de grande
importancia para o avango da ciéncia de forma geral. Estes apresentam vérias vantagens,
como ser de facil obtencao, ser biocompativel e biodegradavel. Os polissacarideos, uma
classe de macromoléculas naturais, sdo geralmente derivados de produtos agricolas, de
crustaceos, de algas e mesmo de processos fermentativos. Celulose e goma xantana séao
exemplos de biopolimeros ja ha bastante tempo conhecidos, enquanto que a quitina e a
quitosana sao exemplos de biopolimeros cujas aplicacées vém sendo estudadas mais
recentemente. Segundo Azevedo et al. (2007), em termos de disponibilidade, a da quitina

se aproxima a da celulose; ambas sao disponiveis numa extensdao de mais de 10
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gigatoneladas anualmente. O potencial de aplicagdo da quitosana € multidimensional,
passando desde aplicacdes na area alimenticia como em nutricao, biotecnologia, ciéncia
dos materiais, veiculacao de produtos farmacéuticos, agricultura e protecdo ambiental e,

recentemente, na terapia genética também.

A quitosana é um polissacarideo de origem natural, renovavel e biodegradavel,
de apreciavel importancia econémica e ambiental, uma vez que sua matéria-prima é
proveniente de residuos abundantes e rejeitados pela indlstria pesqueira. Este
polissacarideo é derivado da quitina, sendo formado por uma sequéncia linear de
acucares monomericos do tipo B-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-
acetilglicosamina), sendo frequentemente obtido em escala industrial a partir da carapaga
de crustaceos. Quando a maioria dos grupamentos acetil da quitina é removida,
normalmente por tratamento com bases fortes, obtém-se a quitosana (Mao et al., 2003;
Wang et al., 2002; Canella e Garcia, 2001; Wang et al., 2001; Khan et al., 2000; Suzuki e
Mizushima, 1997; Muzzarelli et al., 1988).

Na Figura 2.5 sdo mostradas as estruturas quimicas da quitina e da quitosana.
Destaca-se que os residuos de glucosamina e N-acetilglucosamina da quitosana séo
encontrados também em tecidos de mamiferos, o que reforca ainda mais seu carater de
alta biocompatibilidade (Dallan, 2005). A quitosana possui a capacidade de ativar
macroéfagos, estimular a migracéo e proliferacdo celular e orientar a reorganizacao da
histo-arquitetura celular (Paul e Sharma, 2004; Mi et al., 2003; Suzuki e Mizushima, 1997;
Muzzarelli et al., 1988). Em adicao, a quitosana possui atividades hemostatica, fungicida,

antibacteriana e antitumoral.
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Figura 2.5- Estruturas quimicas dos polissacarideos: (a) quitina e (b) quitosana.
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Na Tabela 2.2 sao apresentadas algumas das aplicacbes da quitina e da

quitosana em variadas areas.

Tabela 2.2 - Principais aplicacées da quitina e quitosana (adaptada de Dallan, 2005).

Area Industrial

Areas de Saude e Nutricdo

Purificagdo de agua residual de industrias
Estabilizantes de aromas

Matriz de troca i6nica

Aditivos de cosméticos e xampus
Absorventes na remocao de metais pesados
Protecéo bactericida de sementes
Estabilizantes de frutas e verduras pereciveis
de

Agentes micro-

organismos

para imobilizagéo

Estabilizantes de gorduras em alimentos

Agentes absorvedores de gorduras
Regeneracéo de pele

Antigcido

Auxiliar no controle na pressao arterial
Regenerador de estrutura 6ssea
Redugéo do nivel de &cido urico
Auxiliar na perda de peso

Bactericida/antiviral

Inibidor da formacao de placa dentaria
Auxiliar na absorcao de calcio
Membranas artificiais

Reducao de colesterol LDL, auxiliar do
colesterol HDL

Em decorréncia das suas propriedades, a quitosana pode ser utilizada em varias

aplicacoes médicas, tais como em medicamentos oculares topicos (Felt et al, 1999),

lentes de contato (Niekraszewicz, 2005), inje¢des intra-articulares (Song et al., 2001),

sistemas de liberagdo controlada e curativos (Niekraszewicz, 2005; Berger et al., 2004a;

Berger et al., 2004b). A quitosana pode, ainda, ser utilizada no tratamento da obesidade,

na preparacao de filmes para embalagens de alimentos, de fios cirurgicos e de materiais

para regeneragdo 6ssea (Mi et al, 2001; Suzuki e Mizushima, 1997), dentre outras

aplicacoes.
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Segundo Mi et al. (2001), membranas assimétricas de quitosana apresentam
excelente permeabilidade ao oxigénio, podem controlar a perda de agua por evaporacao
e promover a drenagem de exsudato das lesées. Em experimentos com modelos animais,
a quitosana mostrou ter influéncia em todos os estagios de cicatrizacdo do tecido
(Alemdaroglu et al., 2006; Niekraszewicz, 2005; Howling et al., 2001), processo este
considerado complexo, envolvendo varios mecanismos como coagulacdo, inflamacao,
sintese e deposicao de matriz celular, angiogénese, fibroplasia, epitelizagcao, contracao e
remodelagem. Ainda sobre esse assunto, segundo Paul e Sharma (2004), les6es tratadas
com quitina e quitosana em varios animais apresentaram substancial diminuicdo no tempo

de tratamento, com minima formagao de cicatrizes.

Materiais a base de quitosana podem apresentar diferentes comportamentos in
vivo dependendo da sua forma (por exemplo, gel ou filme) e de seu pH, uma vez que
variagbes de pH causam mudangas no estado de ionizagdo da quitosana. Normalmente,
geis a base de quitosana sao produzidos usando acidos orgéanicos diluidos, como acido
acético, que protonam as moléculas do polissacarideo, aumentando sua solubilidade.
Membranas de quitosana, por outro lado, apdés um processo de moldagem por
evaporacgao de solvente e lavagem com solugdo de NaOH e agua nao apresentam acido
acético livre residual, consistindo fundamentalmente de um material sélido neutro. Em
condi¢cdes de pH abaixo de 6,3 (pKa da quitosana), normalmente observadas em géis de
quitosana/acido acético diluido, as moléculas de quitosana possuem grande numero de
carga positivas, e nesta situagdo, podem potencialmente induzir a coagulos e formacéao
de adesdes (Paulo et al., 2009). Esse comportamento nao foi verificado por Zhang et al.
(2006), que observou que géis de quitosana preveniram de maneira eficaz adesdes
derivadas de ferimento quando da aplicagdo in vivo. Zhang e seu grupo de pesquisa
constataram que quando o pH aumenta para cerca de 7,4 (o pH fisiolégico em
mamiferos), o numero de cargas positivas na membrana de quitosana diminui
significativamente (grau de protonacdo de aproximadamente 0,074), reduzindo as
chances de adeséao e de desenvolvimento de trombos.

No campo de aplicagbes biomédicas, a quitosana é amplamente estudada, e
suas interagbes especificas com componentes da matriz extracelular e fatores de
crescimento tém levado ao aumento de sua utilizacdo na area de engenharia de tecidos,
como no reparo da pele, ossos e cartilagens. Testes clinicos mostram que biomateriais a
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base de quitosana nao resultam em reacOes alérgicas no corpo humano apéds

implantacao, injecéo, aplicagao tdpica ou ingestao (Khor e Lim, 2003).

Conforme ja mencionado, a adequada solubilidade da quitosana em alguns
acidos organicos permite a obtencdo de géis, filmes e membranas, na forma livre ou
combinada com outras substancias, sendo também possivel seu emprego como agente
de recobrimento de materiais cuja biocompatibilidade se deseja aumentar, como € o caso
das telas de poli(propileno) enfocadas no presente trabalho.

Dallan (2005) constatou que membranas densas de quitosana apresentam
baixos valores de adesao de células Vero em suas superficies, comportamento este que
se repete quando da implantagdo do mesmo tipo de material na cavidade peritoneal de
ratos, de acordo com Paulo et al. (2009). Conforme ja mencionado, estes autores
constataram que filmes de quitosana justapostos a telas de poli(propileno) podem diminuir
inflamagbes associadas a lesbes peritoniais em ratas Wistar, além de nado causarem
aderéncias. No entanto, observou-se uma limitagdo de ordem pratica no momento da
fixacdo do conjunto nos animais: a insercao do filme de quitosana, que era muito espesso
e pouco resistente mecanicamente, tinha que ser feita de forma independente da tela, o
que contribuiu para o aumento da complexidade, do tempo e do risco da cirurgia. O
estudo e a utilizagcao de conjuntos tela/recobrimento em que ambos possam ser inseridos
de forma acoplada em um Unico procedimento cirargico se apresentam como alternativas

vidveis para reparar hérnias abdominais.

Desta forma, a estratégia de recobrimento por imersao de telas de poli(propileno)
em solugbes compostas por diferentes polimeros, como quitosana (obtida a partir de
fontes naturais) e PEG (de origem sintética), com posterior secagem do conjunto é de
interesse. Nestes casos, ndo deve haver descolamento entre a camada biopolimérica da
tela de poli(propileno) e o biomaterial deve apresentar estabilidade quando da aplicagéao in
vivo. No entanto, a espessura pode ser um fator prejudicial quando da implantagcao do
biomaterial. Assim, novos métodos de recobrimento que envolvam a deposi¢cdo de
materiais biocompativeis e que eliminem as limitagcdes ja encontradas devem ser
considerados, como, por exemplo, a técnica do electrospinning, que permite o

recobrimento de materiais com fibras.
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2.4. Emprego da técnica de electrospinning em diferentes campos de aplicacao

Electrospinning é um método de producao de fibras usando forgas eletrostaticas
que resulta na criacao de fios com diametros tipicamente entre 10 e 150 nm. Esta técnica
possibilita produzir fibras bem menores que as obtidas por meios convencionais de
spinning. Esta tecnologia tem sido desenvolvida desde o principio da década de 30. Em
1934, Formhals patenteou sua primeira invencao relacionada ao processo e ao aparato
para produzir filamentos artificiais usando cargas elétricas (Formhals, 1934). Embora este
método ja fosse foco de estudos experimentais durante um longo periodo, ndo ganhou
importancia até a invencdo de Formhals devido a algumas dificuldades técnicas em
métodos de spinning anteriormente empregados. O processo de deposi¢cdo de Formhals
consistiu de um coletor moével das fibras em sua condicdo estirada, semelhante a um
tambor. Tal processo era capaz de produzir fibras alinhadas paralelamente no aparato
receptor, de forma que estas podiam ser desenroladas continuamente. Em sua primeira
patente, Formhals reportou o spinning de fibras de acetato de celulose usando acetona

como solvente.

O primeiro método de spinning adotado por Formhals apresentou algumas
desvantagens técnicas. Verificou-se dificuldade em secar completamente as fibras apos a
deposicao, devido ao curto caminho para o spinning e posterior deposicao das fibras, que
resultou em uma estrutura de rede pouco agregada. Em uma patente subseqiente
(Formhals, 1939), o autor aprimorou a metodologia experimental anteriormente utilizada a
fim de minimizar a desvantagem em relacdo a secagem anteriormente citada, alterando a
distancia entre o bico de alimentacao e o dispositivo coletor para aumentar o tempo de
exposicao das fibras ao ambiente. Posteriormente, em 1940, Formhals estudou um novo
método para produzir redes de fibras de compdédsitos a partir de multiplos substratos de
polimeros e fibras por deposicao eletrostatica do material, porém, dessa vez, em um
substrato de base movel, patenteando-o posteriormente. Duas décadas depois, foram
iniciados estudos sistematicos e fundamentais para a compreensdo do processo de
formacao dos jatos poliméricos responsaveis pelo electrospinning (Taylor, 1969). Em
1969, foi estudado com maior detalhamento o formato c6nico da gota polimérica
produzida na ponta da agulha quando um campo elétrico é aplicado, e a ejecao dos jatos



22

a partir dos vértices do cone. Em 1988, Hayati et al. estudaram os efeitos do campo
elétrico, condicbes experimentais, e os fatores que afetam a estabilidade e a atomizacao
da fibra. Os autores observaram que a aplicacdo de tensdes crescentes em fluidos
produzia correntes altamente instaveis que chicoteavam em diferentes direcbes. Jatos
relativamente estaveis foram produzidos com liquidos semicondutores ou isolantes, como

o 6leo parafinico.

Conforme anteriormente relatado, pesquisas tém sido conduzidas para esse
processo durante décadas desde a sua proposi¢do, porém com menor intensidade até
1990, quando variados polimeros orgéanicos provaram ser capazes de ser submetidos
COM SuUCesso ao processo, resultando em fibras de didmetros da ordem de nandmetros.
Isso fez com que o interesse nessa area fosse revitalizado. Desde esta época o
electrospinning tem sido foco de pesquisa para aplicagbes como reforgo de compésitos,
obtencdo de membranas multifuncionais, producdo de matrizes tridimensionais para
engenharia de tecidos, curativos, liberacdo de farmacos e enxertos vasculares (Queen,
2006). Em termos de eficiéncia de processo, o electrospinning pode ser utilizado para
recobrir materiais com potencial aplicacao biolégica em menor tempo e com menores
massas associadas (além da maior area superficial obtida com o recobrimento em
diametros micro e nano), apresentando-se como uma alternativa viavel em termos de
custo de material e operacional. Além disso, é possivel se obter materiais praticamente
isentos de solventes organicos, devido a evaporacao que ocorre durante o trajeto agulha-
coletor.

A Tabela 2.3 apresenta alguns trabalhos interessantes envolvendo polimeros
sintéticos e naturais satisfatoriamente submetidos ao processo de eletrodeposigéo. As
concentracdes destacadas correspondem a condi¢gdes na quais verificou-se a formagéo
preferencial de fibras ao invés de gotas. Variados solventes como o &cido férmico, etanol,
cloroférmio, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol podem ser empregados para solubilizar
polimeros de diferentes caracteristicas e massas molares em concentragdes de até 30%
(m/m) para a obtencao de fibras de caracteristicas adequadas.

Em termos de flexibilidade de processo, o electrospinning € capaz de produzir
nanofibras continuas a partir de uma extensa variedade de materiais. Dentre esses

materiais encontram-se polimeros, compdsitos, materiais semicondutores e materiais



23

ceramicos. Estudos recentes no campo das fibras eletrodepositadas tém se concentrado
na exploracao de varios materiais que se submetem satisfatoriamente a tal processo, na

caracterizacao das fibras e em encontrar novas aplicacoes.

Embora as areas de estudo e de aplicacdo das fibras obtidas possam ser
distintas entre si, aplicacbes na area biomédica apresentam crescimento majoritario no
campo de pesquisa das nanofibras, conforme é mostrado na Figura 2.6. Este crescimento
deve-se em parte ao maior entendimento do corpo humano, da estrutura celular e da

reagdo do organismo a materiais implantados.

Tabela 2.3- Trabalhos utilizando eletrodeposicao de diferentes solu¢des poliméricas.

Concentracao

Polimero Solvente polimérica Autores
Nylon 4,6 Acido Férmico 10% (m/m) 32;%220(91“9%%‘3)'
Nylon 6 MM 1,1,1,3,3,3 hexafluoro-2- o Stephens et al.
43,300 propanol 15% (m/m) (2004)
Poliacido acrilico, o .

MM 250000 Etanol 6% (m/m) Ding et al. (2004)
Poli(e- .
caprolactona) Cloroférmio 30% (Mm/m) Yosh(lrznoo(;[g)et al
MM 80000

Poli(L-acido

l4tico) MM 1,1,1,3,3,3 hexafluoro-2- 8% (m/m) You et al. (2005)

14000-20000  Propanol

Matithews et al.
(2002)

1,1,1,3,3,3 hexafluoro-2-

Colageno tipo | oropanol

0,083 g/mL

O processo de electrospinning pode ser modificado para se adequar as
propriedades e a morfologia desejadas para as fibras. Além disso, na producgéao de fibras a
partir de certos materiais, tratamentos posteriores podem ser necessarios, Como no caso
de fibras ceramicas, motivo pelo qual € importante se conhecer os diferentes grupos e
caracteristicas dos materiais a fim de se otimizar a formacgao de fibras. Para obtencao de
nanofibras, é vital que estas possam crescer ou serem posicionadas ao longo do eletrodo
especifico. Em aplicagcbes como membranas de filtragéo, telas ndo-tecidas sdao mais

desejaveis.
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M Filtragdo

m Compositos

B Laminasde tecido

B Equipamentos de cristal

liguido

m Protegao
electromagneética

Figura 2.6- Estimativa de campos de pesquisa-alvo em electrospinning em fungao nimero
de patentes de cada aplicagdo para nanofibras eletrodepositadas (adaptado de Queen,
2006).

A habilidade de formar fios feitos de nanofibras pode abrir caminhos para tecidos
de alto desempenho ou scaffolds. Devido ao tamanho das nanofibras, é dificil formar
diferentes arranjos através de manipulagao fisica. Todavia, é possivel a fabricacdo de
varios emaranhados de nanofibras in situ. Isto da ao electrospinning uma fronteira maior
quando comparado as outras técnicas de produg¢édo de nanofibras em larga escala (Teo e
Ramakishna, 2006).

2.4.1. Aparato experimental para o processo de electrospinning

O aparato experimental para a deposigao por electrospinning é constituido de um
bico injetor ou de uma agulha, de uma fonte de alta tensdo e um coletor aterrado,
conforme mostrado na Figura 2.7. A seringa é preenchida com uma solugdo polimérica
que € alimentada através da agulha em dire¢gdo ao campo elétrico (gerado pela fonte de
alta tensado), geralmente pelo uso de uma bomba do tipo seringa ou por gravidade. A
bomba seringa permite que a solugao seja introduzida ao sistema de deposicdo em uma
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taxa precisamente controlada, com auxilio, por exemplo, de interfaceamento com o
computador. A solucao polimérica flui pela seringa através da agulha metélica, que é
conectada a uma fonte de alta tenséao tipicamente capaz de produzir tensdes entre 1 e 30
kV. O campo elétrico é formado através do aterramento do coletor juntamente com a
agulha carregada. O coletor, geralmente uma placa, completa o sistema e permite que um
significativo campo elétrico seja criado entre a agulha e a placa, além de constituir uma
superficie de deposicdo para a rede de nanofibras sintetizadas durante o processo
(Queen, 2006).

Placa coletora

Al \

| Vv
I—I Fonte de alimentacdo %

de alta tensao

Solugdo polimérica

Seringa

Agulha

Figura 2.7 - Diagrama ilustrativo da formacao de fibras por electrospinning e deposi¢cao na
superficie do material a ser recoberto (adaptado de Queen, 2006).

2.4.2. Aspectos técnicos do electrospinning

2.4.2.1. Mecanismo

As fibras sdo produzidas durante o processo de electrospinning devido as forgas
eletrostaticas que agem sobre a solugao polimérica conforme esta percorre o campo
elétrico. O processo se inicia quando um campo elétrico é gerado pela fonte de alta
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tensao, entre o capilar condutor (geralmente uma agulha metélica) que contém a solugéo
polimérica e uma placa condutora metdlica aterrada. A solugéo polimérica permanece em
formato de gota devido a tensao superficial e pela carga induzida na superficie da gota
decorrente da transferéncia de cargas elétricas da fonte de alta tensao a agulha e desta
para a solugcado. Forgas atrativas atuam, puxando a gota em direcdo ao campo elétrico.
Com o aumento gradual na forga, a carga na gota também aumenta e faz com que a gota
esférica se deforme e apresente um formato cénico. Tal fenébmeno € conhecido como

cone de Taylor, esquematicamente ilustrado na Figura 2.8.

—— Seringa

» Solucgdo polimérica

Cone de Taylor ——» Agulha

> Cone de Taylor
/ — Jato Polimérico

Figura 2.8- Formagéao e origem do cone de Taylor.

Quando a acgao do campo elétrico faz com que a forga de repulséo ultrapasse a
tensao superficial, a solugdo carregada € empurrada para o campo elétrico em direcao a
placa coletora. Conforme a solucdo, agora na forma de um filamento de fluido, é
empurrada através do campo elétrico, cargas internas e externas a solugcao fazem com
qgue o jato de liquido seja atraido fortemente a medida que este é acelerado em direcéao
ao coletor aterrado. Este fendmeno causa simultaneamente a evaporagéo do solvente em
solugdo, o estiramento das cadeias poliméricas e o deslizamento destas umas sobre as
outras. O movimento de chicoteamento permite as fibras obtidas no coletor aterrado ter

didmetros pequenos o suficiente para serem classificadas como nanofibras.
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24.2.2. Influéncia das condicées de condugao do processo

Enquanto a montagem e o processo propriamente dito de electrospinning podem
ser considerados relativamente simples no tocante as variaveis envolvidas na producao
de fibras com didmetro em escala nanométrica, redes formadas a partir de nanofibras
com diferentes graus de uniformidade sdo comumente verificadas. Parametros tanto de

solugdo quanto de equipamento e de operagdo devem ser considerados.

Devido as caracteristicas morfolégicas que as nanofibras podem possuir em
funcdo dos parémetros de solugdo e de processo/equipamento, como grandes areas
superficiais, poros de pequeno tamanho (resultado da evaporag¢ao do solvente, que afeta
propriedades mecéanicas como resisténcia a tragdo e médulo de Young) e capacidade de
serem produzidas em formas tridimensionais, o electrospinning tem despertado cada vez
mais o interesse de pesquisadores. Tal interesse decorre das caracteristicas
anteriormente descritas que permitem com que se controle a produgédo das fibras para
qgue se encaixem adequadamente ao fim a que destinam (Queen, 2006). Uma rede tipica
de nanofibras € mostrada na Figura 2.9.

Figura 2.9- Microscopia eletronica de varredura de nanofibras de Quitosana/PEG na
proporcao de 60/40 (m/m) (Bhattarai et al., 2005).

Dentre os parametros de equipamento ou de processo se incluem a intensidade
do campo elétrico, a taxa de escoamento, a distancia do capilar ao coletor, a forma e o

movimento do coletor, o diametro da agulha, a temperatura ambiente e a umidade.
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a) Efeito da tensdo no recobrimento

Um dos elementos cruciais no electrospinning é a aplicacao de alta voltagem a
solugdo. Esta induzira as cargas necessarias a solugdo e, juntamente com o campo
elétrico externo, iniciara o processo quando a forca eletrostatica se tornar maior que a
tensdo superficial da solugdo. Geralmente, tensbes tanto positivas quanto negativas
maiores que 6 kV sdo suficientes para fazer com que a goticula de solugado na saida da
agulha se distor¢a na forma do cone de Taylor. Dependendo da vazao de alimentagao da
solugdo, uma maior voltagem pode ser requerida para que o cone de Taylor seja estavel.
A forga couldbmbica repulsiva no jato faz com que a solugao viscoelastica seja estirada. Se
a tensdo aplicada se torna bastante alta, o jato € acelerado mais rapidamente e uma
quantidade maior de solugdo é arrastada da ponta da agulha, devido a presenca
excessiva de cargas. Tal fendmeno resulta em um cone de Taylor menor e menos estavel

(Zhong et al., 2002).

Apesar da fonte de alta tensdo geralmente ser de corrente continua, também é
possivel utilizar corrente alternada no processo. Neste caso, o estabelecimento do jato,
seu estiramento e a instabilidade que gera seu encurvamento sao causados pelas cargas
presentes na solucdo. A solugéo fica carregada rapidamente e o estabelecimento do jato
ocorre antes da mudanca da tensdo na fonte de corrente alternada. Durante o caminho
dos jatos em direcao ao coletor, estes encontram-se carregados positiva e negativamente.
Uma vez que a instabilidade é resultado da forcas couldmbicas repulsivas no jato, os
segmentos carregados positiva ou negativamente reduzem a forga repulsiva, diminuindo,
consequentemente, a instabilidade do jato. Havendo menos instabilidade e menos
estiramento do jato, as fibras resultantes apresentam maiores didmetros se comparadas
com as formadas a partir de uma fonte de corrente continua em uma mesma tensao
aplicada. Outra desvantagem de uma fonte de corrente alternada é que esta apresenta
menor tendéncia para acumulo de cargas de mesma polaridade nas fibras apds a
deposigao (Kessick et al., 2004).

Segundo Deitzel et al. (2001), vérios tipos de instabilidade operacional podem
ocorrer durante o processo de formacao da fibra devido ao efeito combinado do campo
elétrico e das propriedades do material polimérico. A instabilidade pode ser associada, por
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exemplo, ao formato da superficie iniciadora do jato, que pode produzir mudancas
efetivas na morfologia da fibra. No processo de electrospinning, o transporte de cargas
devido a tenséo aplicada se da principalmente no fluxo do jato polimérico em dire¢cdao ao
coletor, e os autores observaram que existe relacao direta entre o0 aumento da corrente e
o aumento do fluxo massico, quando outros parametros de solucdo permanecem
constantes, como condutividade e constante dielétrica. Um aumento na tensdo aplicada
causa uma mudanca no formato do ponto inicial do jato, e por conseguinte, na estrutura e
morfologia das fibras. Além disso, quando o volume de solu¢do atraida ao coletor é maior
que o fornecido pela bomba, o cone de Taylor pode recuar na saida da agulha.

b) Efeito da distancia do capilar ao coletor, do didmetro e da geometria da agulha

A distancia do capilar ao coletor afeta a estrutura e a morfologia das fibras,
devido a sua associagao ao tempo de deposicado, a taxa de evaporagao e a instabilidade
da torgdo. O fluxo da solugédo através da seringa € um importante parametro de processo,
uma vez que este afeta a velocidade do jato e a taxa de transferéncia do material a ser
depositado (Subbiah et al., 2005).

A geometria do dispositivo de saida da solucéo, que pode consistir, por exemplo,
de uma agulha cirdrgica, pode também influenciar o processo de eletrodeposicao.
Agulhas cirargicas sdo geralmente confeccionadas em aco inoxidavel a fim de resistir a
corrosdo que pode ocorrer quando do contato com o fluido presente na seringa.
Comumente deseja-se que as agulhas cirdrgicas convencionais tenham superficies lisas,
isentas de rebarbas, marcas de maquinas utilizadas em sua produgdo e outras
irregularidades de superficie. Tais protusdes ou irregularidades de superficie podem ser
provenientes do processo de manufatura das agulhas, podendo ser removidas da agulha
de modo que se tenha uma superficie homogénea e lisa. Tal propriedades confere a
agulha minimo arraste de tecido e, consequentemente, trauma minimo no momento da
injecdo. Para eliminar irregularidades de agulhas cirdrgicas processos eletroquimicos
como o eletropolimento podem ser empregados (Brown et al., 1999).

No processo convencional de eletropolimento, as agulhas cirirgicas sao imersas
em banhos constituidos de solu¢gdes aquosas de acidos (fosforico, sulfarico, nitrico). O
banho é tipicamente disposto em um recipiente ndo-condutor capaz de conter tanto a
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solugdo quanto a peca metalica a ser polida. Dois eletrodos de polaridades opostas sdo
imersos no banho e a corrente é conduzida do eletrodo anddico, através das partes
metdlicas, ao eletrodo catodico. A passagem da corrente através do banho resulta na
remocado do metal das superficies externas das partes metalicas, especialmente das
regides pontiagudas ou irregulares.

O diametro interno da agulha ou do orificio da pipeta utilizada também gera
efeitos no processo de electrospinning. Mo et al. (2004) estudaram a deposicao de
copolimeros de poli-acido latico e policaprolactona [P(LLA-CL)] utilizando diferentes
agulhas (com diametros internos de 0,4 a 1,2 mm) e relataram que as agulhas cujos
didmetros eram menores apresentaram menores incidéncias de entupimento, além de
terem diminuido a quantidade de gotas nas fibras eletrodepositadas. A reducdo do
entupimento pode ser explicada por uma menor exposicdo da solugdo ao ambiente
durante o processo. A diminuicdo do didmetro interno do orificio também causa
diminuicado no didametro das fibras formadas. Quando o tamanho da goticula na saida do
orificio € diminuido, como acontece quando se verifica um didmetro menor do orificio, a
tensao superficial da goticula aumenta. Para uma mesma tensao fornecida, uma maior
forca coulbmbica é necessaria para iniciar o jato. Como resultado, a aceleracdo deste é
reduzida e permite maior tempo para a solucdo ser estirada e alongada antes de ser
coletada. No entanto, é necessario se considerar o limite do processamento, pois se o
didmetro da saida é muito pequeno, pode nao ser possivel realizar a extrusao da solugéao

atraveés do orificio, devido a problemas de entupimento (Zhao et al., 2004).

¢) Influéncia das condigbes ambientais

Condigbes ambientais ao redor da agulha, como umidade relativa (UR),
condicbes de vacuo, tipo de atmosfera nas imediagbes, dentre outras, influenciam
também a estrutura e morfologia das fibras eletrodepositadas.

Quando se desenvolve o0 processo a altas umidades, € provavel que a agua
condense na superficie da fibra sob condi¢cdes atmosféricas, influenciando a morfologia
das fibras formadas, especialmente quando o polimero encontra-se solubilizado em
solventes volateis (Megelski et al., 2002; Bognitzki et al., 2001).
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Experimentos utilizando polisulfona dissolvida em tetrahidrofurano (THF)
demonstram que em condigcdes de umidade menores que 50%, as fibras apresentam
superficies lisas (Casper et al., 2004). No entanto, o aumento da umidade durante o
processo resulta na formagdo de poros na superficie das fibras. O tamanho dos poros
circulares aumenta com a elevacdo da umidade até que estes coalescem para formar
estruturas com aspecto ndo-uniforme, conforme mostra a Figura 2.10. A profundidade do
poro também aumenta com a elevagao da umidade, segundo andlises de microscopia de
forca atdbmica. Entretanto, acima de certos valores (50-59%) de umidade, a profundidade
dos poros, seu didmetro e sua incidéncia comegam a apresentar comportamento

saturante.

Figura 2.10- Microscopia de forga atémica de fibras de PS de 190000 g/mol dissolvida em
THF eletrodepositadas variando a relagdo polimero/solvente (m/v): (a) menor que 25%,
(b) 31-38%, (c) 40-45%, (d) 50-59%, (e) 60-72% (Casper et al., 2004).

No estudo de filmes finos, a formacdo de poros na superficie é atribuida ao
fendmeno de “breath figures”, que corresponde a névoa que se forma quando o vapor
condensa em uma superficie mais fria (Srnivasarao et al., 2001). Isso pode ocorrer
também durante o electrospinning, quando o vapor d’agua condensa na superficie do jato
devido ao resfriamento de sua superficie, resultante da rapida evaporagao do solvente
volatil. Poros sado criados quando tanto a agua quanto o solvente eventualmente
evaporam. Embora os poros formados devido ao efeito de “breath figures” sejam
uniformes, esta propriedade ndo é verificada nas fibras eletrodepositadas e isso pode
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ocorrer devido a condi¢cdo dinamica do jato de electrospinning comparada a condicéo
estatica onde os efeitos das “breath figures” sédo observadas em filmes finos (Megelski et
al., 2002; Casper et al., 2004).

Ainda sobre o efeito da umidade, Baumgarten (1971) observou que fibras
acrilicas depositadas em uma atmosfera com umidade relativa maior que 60% nao

secaram devidamente e ficaram emaranhadas na superficie do coletor.

d) Parédmetros de solucao

Dentre os parametros de solugdo se incluem o tipo de polimero, sua
concentracao, sua massa molar, seu comportamento de ionizac¢ao, o tipo de solvente, sua
concentracdo, além da volatilidade, da viscosidade, da condutividade da solugéo e de sua
tensao superficial.

O electrospinning envolve o estiramento da solugcdo causado pela repulsdo de
cargas em sua superficie. Se a condutividade da solugdo é aumentada, mais cargas
podem ser carregas pelo jato de eletrodeposicdo. Tal aumento pode ser obtido através da
adicao de ions em solucédo. Além disso, grande parte das macromoléculas expostas ao
efeito do electrospinning se ioniza quando de sua dissolugdo em agua. Quando uma
pequena porcao de sal ou de um polieletrélito é adicionada a solugdo polimérica, a
quantidade de cargas transportadas pela solucdo aumenta, proporcionando maior
estiramento da mesma. Em decorréncia disso, ocorre diminuicdo na incidéncia de gotas

nas fibras formadas, que se formam majoritariamente lisas.

Nesse contexto, Fong et al. (1999) mostraram que a ocorréncia de goticulas se
tornou menor com o aumento da densidade de cargas. Embora solventes organicos
sejam conhecidos como nao-condutivos, muitos deles apresentam certo nivel de
condutividade. Solugdes preparadas utilizando solventes com maiores condutividades
geralmente levam a formagao de fibras ao invés de gotas, ao passo que fibras ndo sao
formadas se a solugdo possui condutividade nula. A Tabela 2.4 apresenta as
condutividades de alguns solventes comumente utilizados em trabalhos envolvendo a
técnica de electrospinning.
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Tabela 2.4- Condutividade elétrica de alguns solventes.

Solvente Corz?;Jél)/rL%ade Referéncia
Butanol 0,0036 Prego et al. (2000)
Acetona 0,0202 Theron et al. (2004)
1,2-Dicloroetano 0,0340 Jarusuwannapoom et al. (2005)
Tetrahidrofurano/Etanol (1:1 v/v) 0,0370 Theron et al. (2004)
Propanol 0,0385 Prego et al. (2000)
Etanol 0,0554 Prego et al. (2000)
Etanol (95% v/v) 0,0624 Theron et al. (2004)
Metanol 0,1207 Prego et al. (2000)
Etanol/Agua (40/60 v/v) 0,1500 Theron et al. (2004)
zﬁg;géc\ll%t))metano/dlmetllformamlda 02730 Theron et al. (2004)
Agua destilada 0,4470 Theron et al. (2004)
zig;g)(l)c\ls\r;))metano/ dimetilformamida 0,5050 Theron et al. (2004)
Dimetilformamida 1,0900 Jarusuwannapoom et al. (2005)

Outra maneira de aumentar a condutividade de uma solugéao é alterando o seu
pH. Sob condi¢des basicas, o processo de eletrodeposi¢cdo de solugbes de acetato de
celulose resulta em significativa redugao no didmetro da fibra se comparado ao realizado
com solucbes em condicbes neutras (Son et al.,, 2004b). Uma vez que o acetato de
celulose sofre desacetilacdo quando submetido a altos valores de pH, os ions hidroxila
podem ser capazes de exercer maior influéncia na conducao e no estiramento da solugéao.
No entanto, ainda segundo Son et al.(b), a interacao entre o reagente que é adicionado
para melhorar a condutividade da solucdo e a composicdo original desta também
influencia as fibras formadas. Quando o acetato de celulose foi dissolvido em condi¢des
acidas, as fibras eletrodepositadas apresentaram diametros somente um pouco maiores,

embora a condutividade tenha sido melhorada.

A adicdo de novos compostos pode influenciar a viscosidade da solucéo,
resultando em uma situagdo em que a forga viscoelastica ultrapassa a for¢a couldémbica,
gerando gotas e fibras de maiores didmetros (Mit-uppatham et al., 2004). A solubilidade
do polimero em um determinado solvente também apresenta efeito na morfologia da fibra
(Wannatong et al., 2004).
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Além disso, uma vez que os solventes apresentam diferentes tendéncias ao
serem submetidos ao electrospinning, € importante utilizar compostos que solubilizem
eficientemente o polimero e ao mesmo tempo sejam adequados ao processo. A
solubilidade é mais dificil em polimeros que em compostos de baixas massas molares
devido a diferenca de tamanhos entre as moléculas poliméricas e do solvente, a
viscosidade do sistema, aos efeitos de estrutura e de massa molar do polimero. Ha duas
etapas na solubilizacdo de um polimero em certo solvente. Primeiramente, as moléculas
do solvente se difundem vagarosamente na estrutura do polimero para produzir um gel
intumescido. Se as forgas intermoleculares polimero-polimero sdo altas devido as
ligagcbes cruzadas, a cristalinidade ou a fortes ligagcdes de hidrogénio, as interagoes
polimero-solvente podem nao ser fortes o suficiente para quebrar as ligagdées polimero-
polimero. A segunda etapa so6 ocorre se as ligagdes polimero-polimero sdo rompidas para
produzir a solugdo em si.

A estrutura do polimero apresenta impacto em sua solubilidade no solvente.
Geralmente, polimeros com altas massas molares sdo menos soluveis e levam um tempo
maior para se solubilizar que aqueles com menor massa molar considerando o uso do
mesmo solvente. As forgas intermoleculares entre as cadeias mais longas sdo mais fortes
e as moléculas de solvente necessitam de mais tempo para se difundir na estrutura
polimérica. Polimeros com ligagdes covalentes intercadeia ndo se solubilizam, uma vez
que as ligacdes entre as moléculas sdo muito mais fortes que as forcas secundérias
exercidas pelas interagdes polimero-solvente. Além disso, uma maior cristalinidade do
polimero, propriedade que reflete o grau de ordenagéo da cadeia polimérica na estrutura,
resulta em uma menor solubilidade devido as mesmas dificuldades de penetracao

anteriormente citadas.

O inicio do processo de electrospinning requer que a intensidade do campo
elétrico ultrapasse a tensdo superficial na saida do dispositivo percorrido pela solugao
polimérica. No entanto, conforme o jato se dirige a placa coletora, a tensao superficial
pode causar a formagao de gotas através do jato. A tensdo superficial tem como efeito a
diminuicado da area superficial por unidade de massa de um fluido. Nesse caso, quanto
maior a concentragdo de moléculas livres, maior é a tendéncia das moléculas de solvente
se agregarem e da solugao apresentar superficie esférica na saida da agulha devido a
tensao superficial.
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Durante o processo de electrospinning, o solvente é evaporado a medida que o
jato é acelerado em direcao ao coletor. Quando a maior parte do solvente é evaporada no
trajeto entre a formacao do jato e o coletor, fibras individuais sédo formadas. No entanto,
se a taxa de evaporacao do solvente é baixa o suficiente para que o solvente ndo seja
completamente evaporado, ndo sdo formadas fibras, e em detrimento, sdo produzidos
filmes finos de solugdo polimérica depositados no coletor. A taxa de evaporagdo do
solvente € dependente de varios fatores, como, por exemplo, da pressao de vapor, do
ponto de ebulicao, do calor especifico, da entalpia e do calor de vaporizagéo do solvente,
da taxa de calor suprida (quando do caso de aquecimento), da interagdo entre moléculas
de solvente e entre as moléculas de solvente e do soluto, da tensao superficial do liquido
e do movimento do ar sobre a superficie do liquido.

Uma alternativa para diminuir a tensdo superficial de uma solugdo € a inclusao de
co-solventes com menores valores para essa propriedade, ou a adicdo de agentes
surfatantes, sendo os da classe dos Pluronics (ou Poloxamers) comumente utilizados.
Sao copolimeros de polioxietileno e polioxipropileno. Sua estrutura quimica consiste em
um bloco central de polioxipropileno, o qual é relativamente hidrofébico, cercado dos dois
lados por blocos de polioxietileno, relativamente hidrofilicos (Sigma-Aldrich, 2011a;
Karmarkar et al., 2008). A estrutura quimica geral dos Pluronics € mostrada na Figura

2.11.
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Figura 2.11- Estrutura quimica dos Pluronics (Sigma-Aldrich, 2011a).

Devido a variacdo dos indices x e y mostrados na Figura 2.11, existem varios
tipos de Pluronics, que se apresentam em diferente formas fisicas. A designacéo dos
Pluronics é feita do seguinte modo: F para flocos, P para pastas e L para liquidos.
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O Lutrol (Pluronic F68), particularmente, € muito usado na industria farmacéutica
por ser compativel com diversas formulagdes medicamentosas e mesmo com células
animais em cultura. De acordo com Karmarkar et al. (2008), varios artigos citam o uso dos
Pluronics em formulagbes de géis, emulsbes agua-éleo e 6leo-agua, nanoparticulas e

blendas poliméricas sélidas, sendo o uso deste composto aprovado pelo FDA.

O Lutrol (Pluronic F68) apresenta-se na forma de um pé branco, sem cheiro ou
sabor, o qual é soluvel em agua. Seus indices x e y correspondem a 80 e 27,
respectivamente (Karmarkar et al., 2008), e sua massa molar € em média 8350 g/mol
(Sigma-Aldrich, 2011a).

A constante dielétrica € uma propriedade do material isolante utilizado em
capacitores que influi na capacitancia total do dispositivo. Matematicamente, a constante
dielétrica pode ser definida como Q/Qg,0u seja, € a razdo entre a carga Q, obtida com
uma determinada tensdo no capacitor que contém um dado dielétrico e a carga Qo, que é
a carga que existiria se os eletrodos estivessem separados pelo vacuo. Pode ser
entendida como a relagao entre um capacitor com determinado dielétrico e outro capacitor
com mesmas dimensdes, cujo dielétrico € o vacuo. A constante dielétrica do solvente
também possui influéncia significativa no electrospinning. Geralmente, uma solugdo com
maior carater dielétrico reduz a formacao de gotas e o diametro das fibras resultantes
(Son et al., 2004a). A adicao de co-solventes pode facilitar a reducao do diametro das
fibras devido ao aumento do caminho do jato, influenciado pela alteracdo do estiramento
da solucao (Hsu e Shivakumar, 2004). No entanto, se um solvente de maior constante
dielétrica é adicionado a uma solucéo para contribuir com seu potencial de formagao de
fibras, a interacao entre as misturas, bem como a solubilidade do polimero, impactardo no
diametro destas. Quando dimetilformamida é adicionada a solugao de poliestireno, gotas
sao verificadas mesmo com o aumento da constante dielétrica propiciado pela adigdo do
solvente. Tal fenbmeno pode ser explicado pela retragdo da molécula de poliestireno
devida a pequena interagao entre as moléculas do polimero e as do solvente (Wannatong
et al., 2004). As constantes dielétricas de alguns solventes comumente utilizados no
processo de electrospinning estao dispostas na Tabela 2.5.

A viscosidade da solugao € um parametro particularmente importante, sendo
fortemente influenciada pela concentragao polimérica. Para produzir fibras em qualquer
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dispositivo de spinning, uma quantidade minima de cadeias poliméricas precisa estar
presente para permitir o emaranhamento das moléculas e a produgédo das fibras.
Aumentando-se a concentragdo de polimero, aumenta-se o numero de cadeias
poliméricas presentes em solucdo e também aumenta-se a viscosidade, que pode se
tornar muito alta para permitir o fluxo através da agulha, evitando a formacao do cone de

Taylor e a subsequente formagéao das fibras.

Tabela 2.5- Constante dielétrica de diferentes solventes.

Solvente Constante Dielétrica Referéncia

2-Propanol 20,18 Sigma-Aldrich (2011b)

Acido Acético 6,15 Wannatong et al. (2004)
Acetona 20,70 Berkland et al. (2004)
Acetonitrila 35,92-37,06 Wannatong et al. (2004)
Cloroférmio 4,80 Berkland et al. (2004)
Diclorometano 8,93 Yang et al. (2004)
Dimetilformamida 36,71 Yang et al. (2004)

Acetato de etila 6,00 Berkland et al. (2004)

Etanol 24,55 Yang et al. (2004)
m-Cresol 11,80 Wannatong et al. (2004)
Metanol 32,60 MERCK technical data sheet (2011a)
Piridina 12,30 MERCK technical data sheet (2011b)
Tetrahidrofurano 7,52 Detsi et al. (2003)

Toluene 2,44 Wannatong et al. (2004)
Trifluoretanol 27,00 Berkland et al. (2004)

Agua 80,20 Ramakrishna et al., (2005)

Maiores valores de viscosidade significam que ha uma interagdo maior entre as
moléculas do solvente e do polimero. Dessa forma, quando a solugdo é estirada sob a
influéncia das cargas, as moléculas do solvente tendem a se dispersar nas moléculas de
polimero emaranhadas, reduzindo a tendéncia das moléculas de solvente se agregarem
sob a influéncia da tensado superficial. Dessa forma, o balango ideal entre tensao
superficial e viscosidade € um parametro de otimizacdo do processo de formacao de
nanofibras. A Figura 2.12 esquematiza o fendmeno da dispersdao das moléculas de

solvente nas moléculas de polimero em diferentes solugdes.



38

Ainda com relacdo a necessidade do uso de solug¢des poliméricas razoavelmente
concentradas, deve-se destacar que tal requerimento pode ndo ser adequadamente
atendido no caso de polimeros pouco soluveis no solvente usado no processo de
recobrimento por electrospinning. Nestes casos, uma opg¢ao é adicionar a mistura outro
polimero, que apresente maior solubilidade no solvente em questao e que seja compativel
com a aplicagao desejada. O PEG, por ser atdxico, presta-se para aplicagdo na area de
biomateriais, podendo ser misturado com sucesso a solugdes acidificadas de quitosana.

Moléculas

Poliméricas

Figura 2.12- A altas viscosidades, as moléculas de solvente estdo distribuidas nas
moléculas poliméricas emaranhadas [A]. A uma viscosidade menor, as moléculas de
solvente tendem a se agregar sob a acdo da tensado superficial [B] (adaptado de
Ramakrishna et al., 2005).



39

2.5. Caracteristicas relevantes do PEG em aplicacoes in vivo e em processos de

electrospinning

O PEG é um composto de grande importancia para as areas biomédicas e de
biomateriais (Li e Kao, 2003). E produzido mundialmente em grandes quantidades e com
massas molares variando de poucas centenas a milhares de Daltons. A designacao PEG
€ usada para compostos de baixa massa molar (abaixo de 20.000 g/mol) e a designagao
PEO, poli (6xido de etileno), € aplicada para compostos de altas massas molares
(maiores que 20.000 g/mol) (Ribeiro, 2001). O PEG € um polimero flexivel, soluvel em
agua, que nao apresenta interacdes especificas com uma grande variedade de produtos
quimicos destinados a aplicagdes bioldgicas. Estas propriedades fazem do PEG uma das
moléculas mais usadas para o desenvolvimento de condicdes de elevada pressao
osmotica em experimentos bioquimicos, particularmente quando se usa a técnica de
estresse osmotico. Destaca-se ainda que, por ser um composto atoxico e biodegradavel
por processos aerdbicos, o descarte de PEG nao é problematico para o ambiente.

Devido a sua excelente biocompatibilidade e sua baixa toxicidade, o uso
potencial do PEG em aplicagcées biomédicas tem atraido grande atencao tanto dos pontos
de vista cientifico quanto clinico. O PEG possui uma variedade de propriedades
pertinentes para aplicagdes biomédicas, sendo elas: reduzida solubilidade em &agua a
elevadas temperaturas, formacao de complexos com cations metalicos, alta mobilidade
com grande poder de volume excluido em agua, agente precipitante de proteinas e acidos
nucléicos. Tais propriedades conferem ampla utilizagdo (como agente emulsificante,
umectante, lubrificante, plastificante e detergente) em diversos setores (alimenticio,
farmacéutico, médico, odontolégico, cosmético, téxtil, industrial, entre outros). Vale
ressaltar que o PEG é aprovado para uso interno pelo FDA (Food and Drug
Administration) (Li, 2003). Estudos de Kondo et al. (1994) mostraram que 0s grupos
hidroxila primarios na celulose e metilcelulose podem formar pontes de hidrogénio com o
oxigénio do PEG. Similarmente, isso pode ocorrer também com a quitosana, facilitando a
obtencéo de nanofibras (Bhattarai et al., 2005).

De maneira geral, a mistura (blenda) de dois polimeros visa utilizar as
propriedades atraentes de ambos. Na tentativa de eletrodepositar quitosana, a adigéo de
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PEG permite a solugdo como um todo se submeter mais facilmente ao electrospinning,
pois contorna-se o problema da baixa solubilidade e da alta viscosidade de solugdes de
quitosana em solucao aquosa. O PEG possui baixa toxicidade, é facilmente excretado
pelo corpo, causa reagdes alérgicas minimas in vivo e pode ser adicionado a quitosana
em solucdo sem diminuir o potencial para as aplicagcdes finais das nanofibras
eletrodepositadas. A adigdo de PEG reduz a viscosidade total da solugdo por interagbes
com a quitosana através de ligagdes de hidrogénio, reduzindo a interagcao entre cadeias
de quitosana. Assim, a adigcao de PEG a solugao de quitosana possibilita a obtencao de
uma blenda que se comporta melhor durante processo de electrospinning que a quitosana
pura, reduzindo a viscosidade da solugdo sem limitar a quantidade de polimero
solubilizado, além de permitir ao produto final manter sua propriedade de bioabsorcao e

de afetar positivamente o sistema imunoldgico.

Os primeiros trabalhos bem sucedidos na deposicdo de blendas de
PEG/quitosana via electrospinning descrevem a obtencao de nanofibras com diametros
variando de 40 a 290 nm, mas as fibras mais lisas e isentas de defeitos possuiam
didmetros variando de 200 a 250 nm (Spasova et al., 2004). Outro estudo usando uma
blenda PEG/quitosana resultou em nanofibras com didmetros variando entre 80 e 180 nm,
porém foi verificado que as amostras ndo apresentavam diametros reprodutiveis (Duan et
al., 2004). Usando espectroscopia de infravermelho acoplada a transformada de Fourier e
a calorimetria diferencial de varredura (DSC), os autores observaram que os dois
polimeros tinham se separado e as fibras maiores consistiam predominantemente de

PEG, enquanto as fibras menores eram compostas de quitosana (Duan et al., 2004).

Para reduzir o didmetro das fibras das blendas de PEG/quitosana
eletrodepositadas, outro grupo de pesquisa introduziu Triton X-100™ como surfatante
nao-ibnico e dimetilsulféxido como solvente adicional. A adicdo desses compostos
aumentou significativamente a capacidade de deposicdo de blendas de PEG/quitosana
com alta concentragdo polimérica e produziu fibras com didametros que variaram de 40 a
110 nm (Bhattarai et al., 2005). O mesmo grupo testou a adesao e a viabilidade celular na
nanotela produzida, observando que as células aderiram nesta mais rapidamente e eram
capazes de se sustentar mais eficientemente na nanotela que em filmes feitos dos

mesmos materiais isolados. A eletrodeposicao de blendas de PEG/quitosana sem aditivos
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pode ser feita também com sucesso, resultando em fibras com diametro médio de 300 nm
(Subramanian et al., 2005).

Conforme observado, h& diversos relatos na literatura sobre o sucesso do uso da
mistura quitosana/PEG em estudos enfocando electrospinning (Kriegel et al., 2009; Desai
et al., 2008; Vondran et al., 2008; Queen, 2006; Bhattarai et al., 2005). Entretanto, nao se
localizou estudos detalhados de recobrimento de telas de poli(propileno) através desta
abordagem visando a aplicagao no tratamento de hérnias.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para a obtencdo das membranas foram utilizados os seguintes materiais e
reagentes: tela protésica de poli(propileno) de dimensdes de 20 cm x 25 cm, 0,45 mm de
espessura e poros de 0,5 x 0,5 mm? da Intracorp Co.; quitosana 95% desacetilada de
massa molar média (QM), surfatante Pluronic F68, cloreto de sédio, bicarbonato de s6dio
e PEG da Sigma Chemical Co.; quitosana de grau farmacéutico de baixa massa molar
(@B) da Cognis Co.; acido acético glacial, acido sulfdrico glacial, acido fosférico glacial,
cloreto de potassio; cloreto de magnésio, acido cloridrico e hidrogeno fosfato de potassio
da Synth (Labsynth Produtos para Laboratério, Ltda.); hidroxido de sddio da Ecibra (Cetus
Ind. e Com. Prod. Quimicos Ltda); sulfato de sédio, cloreto de célcio e tampao TRIS da
Merck & Co, Inc. A &gua utilizada foi destilada e deionizada em sistema Milli-Q da
Millipore Co. Todos os reagentes utilizados possuiam qualidade analitica certificada.

3.2. Métodos

3.2.1. Montagem do aparato experimental para o processo de electrospinning

A deposicao por electrospinning foi realizada em aparato constituido de bomba
do tipo seringa (New Era Pump Systems, NE-500 OEM) acoplada a uma agulha com
dimensdes de 26 G x 2 in, 283 G X %2in, 21G X 2 in ou 18G X 2 in (Becton, Dickinson
and Company), de fonte de alimentagcdo de alta tensdo (Spellman High Voltage
Electronics Corp., modelo EPM30PX1731) capaz de produzir diferencas de potencial
entre 1 e 30 kV e um coletor de cobre retangular imével e aterrado, de dimensdes de 10
cm x 15 cm. A seringa de polietileno de capacidade igual a 20 mL (Becton, Dickinson and
Company) foi preenchida com a solucao polimérica (quitosana/PEG), que foi bombeada
através da agulha através do campo elétrico gerado pela fonte de alta tensdo. O controle
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de vazao foi realizado por interfaceamento analdgico/digital da fonte de alta tensao,

bomba e sensores com um microcomputador.

Para maior controle das condicbes experimentais, o sistema de deposicéo foi
montado em um gabinete de acrilico passivel de controle de temperatura e umidade, além
de ser provido de um dispositivo de seguranga para evitar a exposicao do usuario aos
altos potenciais aplicados. Na Figura 3.1 é apresentada a fotografia do sistema
operacional utilizado.

Figura 3.1- Sistema utilizado para o recobrimento das telas.

3.2.2. Eletropolimento das agulhas utilizadas

Com a finalidade de remocgao das irregularidades superficiais das agulhas usadas
no sistema de electrospinning, as agulhas de diferentes diametros (18 G, 21 G, 23 G e 26
G) foram acopladas a uma seringa fina para manter o contato com uma solugédo composta
por acido sulfurico, acido fosférico e agua, nas proporgées de 1:1:1 (v/v/v), disposta em
cadinho de niquel, para que ocorresse a reagao eletroquimica. O pélo negativo de uma
fonte de tensdo foi conectado a agulha e o pélo positivo foi conectado ao cadinho.
Utilizou-se aumento gradual de tensao, até que se atingisse 9 V, com acompanhamento
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da corrente no processo até que esta atingisse valor nulo, indicando que o contato da
agulha com a solugcdo acida havia cessado. Na Figura 3.2 é apresentado o aparato
experimental para o eletropolimento das agulhas.

Figura 3.2- Aparato experimental para o eletropolimento de agulhas

Apés o tratamento quimico, as eventuais irregularidades ou protuberancias
remanescentes foram removidas da agulha com o auxilio de uma lixa de diamante (3M).

3.2.3. Recobrimento com quitosana e PEG por electrospinning

Os testes iniciais de recobrimento foram realizados em substrato constituido de
papel aluminio, para uma melhor visualizagao do recobrimento quando da caracterizagao
da morfologia e do aspecto por microscopia eletrénica de varredura, além de laminas de
vidro para acompanhamento por microscopia Optica. Posteriormente, foram utilizadas
amostras de telas de poli(propileno) de 2 cm x 2 cm dispostas sobre o papel aluminio a
fim de evitar o contato direto com os depdsitos resultantes da oxidacao da placa coletora
de cobre devido ao acido acético presente nas solu¢des de recobrimento.

Para determinar a mais satisfatéria condicdo de recobrimento da tela, foram
estudados os efeitos das seguintes variaveis, que sabidamente interferem no processo:
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tipo de solvente para a obtencédo das solugdes poliméricas (agua, acido acético, etanol e
acetona em diferentes proporgdes); vazdo de solucao polimérica (variando de 0,5 a 15
mL/h); concentracao de quitosana (variando de 0,8 a 1,6%) e de PEG de (1,8 a 3,0% em
solucdo); tensdo usada no recobrimento (10 a 20 kV) e distancia agulha-coletor (5 a 12,5
cm). O tempo de recobrimento foi calculado em fungdo do volume de material transferido

ao substrato de deposigéao, fixado em 1 mL.

Para a preparagdo das solugbes de recobrimento, diferentes massas de
quitosana (0,8 g a 1,6 g) foram dissolvidas em 60 mL de acido acético glacial. Solugbes
de PEG a 10% (m/v) foram preparadas a partir da dissolugao do material em agua. Foram
adicionados de 18 a 30 mL de solugdo de PEG as solugdes de quitosana, de forma a se
obter concentragbes de PEG de 1,8 a 3,0% nas solugdes finais, apdés completar-se o
volume com agua deionizada até se obter 100 mL de solugdo polimérica. Para as
solugdes com etanol e acetona, as diferentes massas de quitosana foram solubilizadas
em solugdes a 1% em acido acético, e posteriormente completadas com 60 mL de etanol
ou acetona, quando requerido. Ja para as solugcbes a 80% de acido acético e 20% de
agua, e solucdes a 40% de acetona, 40% de acido acético e 20% de agua, a quitosana
(1,6 g) foi dissolvida em 120 mL de acido acético, e 60 mL de acido acético e 60 mL de
acetona, respectivamente. Assim como anteriormente foram adicionados de 18 a 30 mL
de solugdes de PEG a 10% (m/v) as solugdes de quitosana, e completou-se o volume
com agua deionizada até se obter 150 mL de solucao polimérica.

Quando requerida, a adi¢cdo de surfatante Pluronic F68 foi realizada de maneira
lenta na solucao final a fim de garantir total solubilizagdo do tensoativo, nas proporcoes de
0,5 e 1,0% (m/v).

Quando necessario, as telas recobertas foram neutralizadas quanto ao acido
acético residual com 10 mL de solugcdo aquosa de NaOH 0,1 mol L™ através de adicéo
lenta para evitar desprendimento do recobrimento polimérico, deixando-as em repouso
nesta solugéo por 15 minutos. As amostras foram secas e posteriormente lavadas com 50
mL de agua deionizada. A secagem foi realizada em temperatura ambiente por 24 horas.
A neutralizacao foi realizada para que se pudesse submeter as amostras as analises de
caracterizagao de espessura, perda de massa e capacidade de absorgao.



46

3.2.4. Recobrimento das telas por imersao

A fim de comparar os resultados obtidos pelo recobrimento via electrospinning,
foram preparadas telas recobertas por filmes formados pela imersdo da tela de
poli(propileno) em diferentes solugdes e posterior secagem.

Solugdes de quitosana a 1,0% e a 2,0% (m/v) foram preparadas a partir da
dissolugdo do material em solugcdo aquosa de acido acético a 1% (v/v). A solugéo foi
mantida em repouso em geladeira por 72 h e, apds este periodo, foi filtrada através de
uma placa de vidro sinterizado de poros G1. A solugado de PEG a 1% (m/v) foi preparada
a partir da dissolugdo do material em agua. Solugdes contendo simultaneamente
quitosana (tanto de massa molar baixa quanto média) e PEG foram preparadas pela
mistura das solugdes a 1% (m/v) para cada polimero em proporgdes volumétricas iguais,
resultando em uma solugéo polimérica (quitosana e PEG) com concentragao total de 1%

(m/v).

O revestimento da tela de poli(propileno) (amostras de 2 cm x 2 cm) foi efetuado
em apenas uma de suas faces, através da cuidadosa colocacao da tela sobre a solugéao.
Para as telas recobertas com quitosana (1,0% m/v) com cobertura mais fina (com ou sem
adicao de PEG), as amostras (quatro por placa) foram posicionadas diretamente sobre 95
mL da suspensdo, em uma placa de Petri de 15 cm de didmetro. Telas com cobertura
mais espessa de quitosana foram também preparadas, posicionando-se as duas
amostras sobre 42 mL de solugédo de quitosana (2,0% m/v) em uma placa de Petri de 7
cm de diametro. As amostras foram entdo, denominadas como 1QM para telas cobertas
com uma fina camada de quitosana de massa molar média, 2QM para telas com
recobrimento mais espesso de quitosana de massa molar média, QB+P para telas
recobertas com a solu¢do de quitosana de baixa massa molar e PEG e QM+P para as
telas recobertas com solugéo de quitosana de massa molar média e PEG. Os conjuntos
tela/recobrimento foram secos a temperatura ambiente por aproximadamente 72 horas,
formando as peliculas de cobertura de maneira concomitante a sua fixagdo a superficie
da tela.
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ApoOs a secagem, as amostras foram tratadas por imersdo em 20 mL de solucdo
aquosa de NaOH a 1 mol L' por cerca de 15 minutos. Tal procedimento, além de
neutralizar o excesso de acido acético presente, auxiliou na remog¢ao das amostras da
placa. Para a remogado do NaOH em excesso foram feitas mais duas imersdes de meia
hora em 500 mL de agua deionizada. A secagem final foi realizada em temperatura
ambiente por 24 horas.

3.2.5. Procedimento de esterilizacao das amostras

Quando requerido, as amostras obtidas ao final do processo foram esterilizadas
com Oxido de etileno (Oxyfume-30) na empresa Acecil Central de Esterilizagdo Comércio
e Industria Ltda (Campinas, SP) sob as seguintes condi¢des: vacuo de 400 mmHg, tempo
de exposicao das amostras ao gas de 8 horas, pressao de 0,5 kgf/cm?, umidade entre 40
e 50%, temperatura de 40°C e trés trocas com nitrogénio. Antes de sua utilizagédo, as
amostras esterilizadas foram armazenadas por um periodo minimo de 72 horas, conforme
recomendacdo da empresa. Previamente a esterilizagdo, as amostras foram colocadas
em embalagens apropriadas constituidas por uma face plastica e outra de papel,
fornecidas pela prépria empresa de esterilizacdo, sendo tais embalagens seladas a
quente.

3.2.6. Caracterizacdao das amostras recobertas

As amostras foram caracterizadas de acordo com os procedimentos que se
seguem, basicamente conforme proposto por Rodrigues et al. (2008).

3.2.6.1 Aspecto e homogeneidade do recobrimento

As amostras foram inspecionadas quanto ao aspecto a olho nu e por microscopia
optica, e tais caracteristicas foram registradas através de uma camera digital (modelo
MVC-FD75, Sony).
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3.2.6.2 Morfologia da superficie e da seccao transversal

A morfologia foi avaliada através de microscopia eletrénica de varredura (MEV) em
microscopio modelo LEO 440 (Leica). Antes da analise, as amostras foram armazenadas
em dessecador por 24 h, fraturadas, fixadas em um suporte adequado e metalizadas (mini
Sputter coater, SC 7620) através da deposicao de uma fina camada de ouro (espessura
de 92A) em suas superficies.

3.2.6.3 Aspecto e didmetro das fibras

O aspecto e o didmetro das fibras depositadas por electrospinning foi avaliado por
MEV. O tamanho das fibras foi determinado através do software Meazure (C Thing
Software) a partir de 50 medigbes independentes para cada amostra. As fibras foram
isoladas da tela e medidas previamente a neutralizagdo. Ap6s as medicoes, foi realizado
o tratamento dos dados para obtenc¢ao do valor médio do diametro.

3.2.6.4  Espessura do recobrimento

A espessura do recobrimento foi determinada pela utilizagdo de micrometro
(Digimess), através de medicoes em diferentes pontos ao longo da extensdo de amostras
recobertas e nao-recobertas. As medigcbes de espessura foram realizadas com o

biomaterial neutralizado.

3.2.6.5 Capacidade de absorcdo em fluido corpdreo simulado

Para os ensaios de absorcao de fluido corpéreo simulado (FCS), com composicao
(Kokubo et al., 1999), descrita na Tabela 3.1, corpos de prova de 2 cm x 1 cm
neutralizados, lavados com agua e secos foram pesados em balanga analitica (Ms) e
imersos em 10 mL de FCS, permanecendo nesta solugéao por 24 horas em estufa a 37 °C.
Apés este periodo, o excesso de fluido foi suavemente removido com papel de filtro e as
amostras foram novamente pesadas para a determinagdo da massa final (My). A
capacidade de absorgcdo de FCS em 24h, C foi calculada pela Equagéao 1:



C = (Mf _Ms)
MS
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A composigao do fluido corpéreo simulado encontra-se descrita na Tabela 3.1. As

andlises foram feitas em triplicata para todos os ensaios.

Tabela 3.1: Composicao do fluido corpéreo simulado (FCS) em solugao tampao TRIS-HCI
(Kokubo et al., 1990). O pH da solugao final foi ajustado para 7,4.

lons Concentragao (mM)
Na* 142,0
K* 5,0
Ca** 2,5
Mg?®* 1,5
Cr 148,8
HCOs 4,2
HPO,* 1,0
SO~ 0,5

3.2.6.6 Perda de massa apds exposicao a FCS

Neste ensaio, as amostras foram cortadas em corpos de prova de 2 cm x 1 cm,
neutralizadas, lavadas com agua, secas e pesadas em balanga analitica (para a
determinagdo da massa seca inicial, Ms), e posteriormente expostas ao fluido corpéreo
simulado por 7 dias a 37C. Ap0s este periodo, os c orpos de prova foram lavados com
agua, secos por 24 h a 37T em estufa com circulagd o de ar Nova Etica modelo 410, e
novamente pesados em balanca analitica para a determinacédo da massa seca final, M. A
perda de massa em FCS, PM foi determinada através da Equagéo 2:
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Também neste ensaio as amostras foram avaliadas quanto ao possivel
desprendimento do recobrimento apds o periodo total de incubacado. As analises foram
feitas em triplicata para todos os ensaios.

3.2.6.7  Analise da massa molar das quitosanas utilizadas no recobrimento de telas

Cromatografia de permeagao em gel (GPC) é uma das técnicas mais largamente
usadas para se determinar massa molar e distribuicdo de massa molar em polimeros
naturais e sintéticos. O principio desta técnica esta na separagao das moléculas pelo seu
raio hidrodindmico. Este processo de separagao utiliza uma coluna com material poroso,

onde moléculas maiores eluem mais rapidamente que moléculas menores.

A forma mais basica dos experimentos de GPC emprega o conceito de calibragao
convencional usando somente um detector de concentracdo, normalmente indice de
refracdo. O procedimento de calibragdo convencional requer a injecao de um polimero
padrdo conhecido gerando uma curva de calibragdo convencional baseado no tempo ou
volume de inje¢do. Neste caso, a massa molar média obtida é relativa a um determinado

padrao.

Neste trabalho o experimento de GPC foi realizado utilizando-se um cromatdégrafo
com multi-detector da Viscotek (TODA 302). Utilizou-se como solvente acido acético
0,33M/ NaOH 0,1M em pH 3,9 + 0,2, fluxo de 0,8 mL/min e temperatura de 40°C. O estojo
de colunas utilizado foi constituido das colunas Ultrahydrogel 2000 e Ultrahydrogel 1000
(Waters), de poli-metacrilato hidroxilado, com volumes de exclusdo de 2x10° e 1x10°
g.mol”, respectivamente, conectadas em série. Para calibracdo do equipamento utilizou-
se um padrdo de poli(6xido de etileno) com uma massa molar de 1,9x10* g.mol™, na

concentragédo de 2,00 g.L™".

A concentracdo do polimero injetado a ser analisada estava em torno de 2,5 g.L",
em acido acético 3 % v/v. Os dados foram analisados utilizando o software OMNISEC 4.1
(Viscotek). Estas medidas foram realizadas no Laboratério de Engenharia Bioquimica do
DPQ/FEQ/UNICAMP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos enfocando o
recobrimento de telas de poli(propileno) por imersdo e via electrospinning, e suas
respectivas caracterizacdes. Destaca-se que o estudo do recobrimento por
electrospinning foi realizado em duas etapas, uma considerada como preliminar, na qual
foram conduzidos ensaios visando estabelecer faixas experimentais para andlise, e outra
considerada como de analise detalhada, na qual a influéncia das variaveis de processo
foi estudada nas caracteristicas do material.

4.1 Recobrimento de telas por imersao

4.1.1 Aspecto visual, morfologia e espessura das telas recobertas

As telas puderam ser efetivamente recobertas por todas as solugdes testadas
contendo quitosana e PEG empregando o método de imersao seguido de neutralizagao e
posterior secagem. O recobrimento das telas de poli(propileno) com solugéo de quitosana
de massa molar média foi mais homogéneo para as amostras com camadas mais finas
do polissacarideo (1QM), ndo sendo observada a retengdo de bolhas de ar. Esta
homogeneidade foi mantida nas amostras em que o PEG foi adicionado. Ao se dobrar a
massa de quitosana (2QM) utilizada no recobrimento, verificou-se que as amostras
ficaram bastante quebradicas, ressecadas e espessas, enrolando com facilidade, o que
dificultou sua manipulacdo. O enrolamento da tela recoberta apds a secagem, entretanto
nao foi considerado como um fator adverso, pois para aplicacao in vivo a tela deve ser

intumescida em solugéo salina estéril, quando volta a ficar plana.

Na Figura 4.1 sdo apresentados os aspectos da tela de poli(propileno) e dos
recobrimentos de tela realizados com diferentes solugbes de quitosana, combinada ou
ndao ao PEG. Observa-se que os recobrimentos por imersao constituiram-se
fundamentalmente da formacdo de um filme polimérico sobreposto na tela de
poli(propileno).
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Figura 4.1- Aspecto visual das telas de poli(propileno): a) sem recobrimento; b) recoberta
com quitosana no ensaio 1QM; c) recoberta com quitosana no ensaio 2QM; d) recoberta
com quitosana e PEG no ensaio QM+P e €) de recoberta com quitosana de massa molar
baixa e PEG no ensaio QB+P.

A andlise por MEV das amostras dos ensaios 1QM, 1QM+P, 1QB+P resultou em
nas Figuras 4.2 a 4.4. Observa-se que o recobrimento com ambos os tipos de quitosana
e com a adicao de PEG constituem-se de uma camada densa de material sobre a tela,
cobrindo toda a sua superficie. Quanto ao aspecto, a substituicdo da quitosana de massa
molar média pela de baixa massa molar resultou em orificios (Figura 4.4b) na superficie
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do biomaterial, o que pode ser prejudicial quando da aplicacéo in vivo, pois pode causar
adesao tecidual junto ao poli(propileno) nao recoberto.

LRAC/FEQ/UNICANP 13-Apr-2016| 106y | Mog= 50 X

Figura 4.2- Morfologia de superficie (MEV) das telas: a) sem recobrimento e b) recoberta
com quitosana (amostra 1QM).

100 || Mog- 160 X LRAC/FEQ/UNICAMP 13-Apr-201( 166pn |—| Mog= 168 X LRAC/FEQ/UNICAP 13-Apr-2018

Figura 4.3- Seccao transversal (MEV) das telas: a) sem recobrimento e b) recoberta com
quitosana (amostra 1QM).

Figura 4.4- Morfologia de superficie (MEV) das telas recobertas com PEG com quitosana
de massa molar: a) média (1QM+P) e b) baixa (1QB+P).
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Sao apresentadas na Tabela 4.1 as medidas de espessura das telas de

poli(propileno) com e sem recobrimento.

Tabela 4.1- Espessuras das telas de poli(propileno) com e sem recobrimento.

Diferenca de
Amostra Espessura (um)

espessura (um)
Sem recobrimento 588 £+ 8 -
1QM 848 + 54 260
2QM 1805 £ 88 1217
1QM+P 1140+ 7 552
1QB+P 990 £ 15 402

Quando se dobrou a massa de quitosana (2QM) no filme de recobrimento, a
espessura aumentou em cerca de 207% em relagdo a 1QM. Verificou-se resultados
semelhantes quando da medicdo da espessura nas telas de quitosana e PEG, em que o
aumento foi de cerca de 94% e 68% (1QM+P e 1QB+P, respectivamente, em relacédo a
tela sem recobrimento). Estes resultados podem ser atribuidos a maior tendéncia de
enrolamento destas amostras, o que dificulta a medicao e contribui para a reducao da
homogeneidade de distribuicdo do revestimento durante a secagem. Além disso,
eventuais inclinagdes dos suportes metédlicos nos quais sao colocadas as placas para
secagem podem ter causado recobrimento irregular, refletindo em diferengas na
espessura.

Paulo et al. (2009) produziram membranas de quitosana através da metodologia
descrita para a amostra 1QM, porém foram aplicadas por sobreposicao tela/filme sem
constituir um Unico conjunto, e obtiveram valores de espessura de 152 + 24 um, que apés
intumescimento apresentaram espessura de 202 + 19 um. Em comparag¢ao com os dados
obtidos, observa-se que o filme de quitosana confeccionado sobre a tela de

poli(propileno) apresentou espessura de 260 um. A avaliagdo in vivo realizada por Paulo
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et al. (2009) demonstrou que a espessura do filme nao foi uma limitagdo em relacéo a
aplicagédo, o que permite inferir que a aplicacdo dos biomateriais obtidos nos ensaios
1QM, 1QM+P e 1QB+P nao apresentariam limitacdes de aplicagdo. Além disso, a
implantacdo das telas recobertas com maior massa de quitosana in vivo (2QM) talvez
possa nao ser viavel, uma vez que o conjunto apresentaria espessura demasiadamente
elevada, o que poderia causar desconforto e aumento na probabilidade de processos

inflamatérios no organismo receptor da prétese.

4.1.2 Capacidade de absorgéo de fluido corpdéreo simulado

Na Tabela 4.2 sdo apresentados os resultados obtidos para a capacidade de
absorcao de FCS pelos diferentes tipos de amostras preparadas.

Observa-se que a capacidade de absorcao de fluido corpéreo simulado média
das telas recobertas do tipo 1Q foi de 0,95 g de solugédo por grama de amostra seca. Ao
se dobrar a massa de quitosana, houve reducéo de cerca de 30% na capacidade de
absorcao, fato também verificado em relacéo a adicdo de PEG a solucao de quitosana
QM, e uma variacdo negativa ainda maior para a quitosana QB. Pode-se inferir que a
adicdo de PEG resultou em recobrimentos com menor retencao de fluido corpéreo
simulado, o que é de interesse quando se deseja aplicar o biomaterial em hérnias.

Tabela 4.2- Capacidade de absorgao das telas de poli(propileno) recobertas ap6s 24 h de
exposicao ao FCS a 37<C.

Amostra Capacidade de absorcao (g/g)
Sem recobrimento 0,21 £ 0,08
1QM 0,95 +0,14
2QM 0,79 £ 0,10
1QM+P 0,76 £ 0,18
1QB+P 0,59 + 0,03
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4.1.3 Perda de massa em fluido corpdreo simulado

Na Tabela 4.3 sao apresentados os dados de perda de massa em FCS, visando
avaliar a provavel estabilidade dos dispositivos quando implantados.

Tabela 4.3- Perda de massa das telas de poli(propileno) recobertas ap6s exposicao a
FCS por 7 dias.

Amostra Perda de massa (%)

Sem recobrimento 0,10 £ 0,04

1QM 2,89 £ 0,04
2QM 5,561 +1,31
QM+P 5,14 +1,59
QB+P 8,91 £2,00

Nota-se que a perda de massa percentual do conjunto foi baixa quando da
exposicao a fluido corpéreo simulado para as amostras do tipo 1QM (cerca de 3%).
Quando se dobra a massa de quitosana (2QM) no recobrimento, a perda de massa
aumenta significativamente, talvez em decorréncia da menor homogeneidade da
cobertura, resultando em uma maior area de exposicdo ao fluido corpéreo simulado.
Novamente, os valores verificados para as amostras com quitosana e PEG se
assemelharam aos obtidos para as que possuem o dobro de massa de quitosana.

Segundo Paulo et al. (2009), aderéncias sédo formadas de 7 a 10 dias apos a
lesdo peritonial; desta forma, se o filme permanece integro durante esse periodo, este
poderia inibir de forma satisfatéria o processo de formacdo das aderéncias. Neste
sentido, as taxas de perda de massa observadas para as amostras recobertas com
quitosana misturadas ou ndo ao PEG mostram-se bastante adequadas para a finalidade
proposta, pois se tal comportamento se repetir in vivo, os filmes seriam totalmente
solubilizados no prazo de 79 a 241 dias, ou seja bem, apds o periodo critico de formacao
das aderéncias.
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Os implantes com cobertura a base somente de quitosana sao os mais estaveis,
perdendo pouco material quando submetidos a condicoes semelhantes as corpéreas no
periodo de 7 dias. Porem, o PEG conferiu maior flexibilidade ao filme formado sobre a

tela de polipopileno.

4.2 Ensaios preliminares envolvendo o recobrimento via electrospinning

Os estudos realizados nesta etapa foram executados empregando papel
aluminio ao invés da tela de poli(propileno) para facilitar as analises e a caracterizagao
visual dos recobrimentos, por se tratarem de ensaios preliminares visando estabelecer as
faixas experimentais para analise mais detalhada e sistematica.

O estudo do recobrimento por meio de electrospinning foi realizado alterando a
distancia da agulha a placa coletora contendo o papel aluminio, a vazdo de solugéao
polimérica, a concentragdo de quitosana e PEG utilizados, a tenséo elétrica e o tipo de
solvente. Nestes ensaios foi usada a quitosana QM (de massa molar média), por estar

disponivel em maior quantidade.

O primeiro passo a ser tomado para otimizar a obtencdo de solugdes de
quitosana sem material particulado, além de blendas contendo-a, é determinar a
quantidade de &cido acético que dissolva completamente a quitosana em solugao.
Queen (2006) realizou experimentos dissolvendo quitosana em diferentes proporcdes de
acido aceético diluido, variando de 10 a 90% (v/v), com o restante do volume sendo
constituido de agua deionizada. A concentragdo de quitosana em solugao foi fixada em
3% (m/m) para todos os ensaios. A andlise reoldgica realizada pela mesma autora
confirmou que o polimero ndo se dissolveu completamente em solugdes abaixo de 60%
em &cido acético, resultando, em concentragdes abaixo desta, em géis. Tais suspensdes
gelificadas ndo se submeteram satisfatoriamente ao processo de electrospinning, uma
vez que neste estado fibras ndo podem ser formadas, devido a alta viscosidade do gel e

a evaporacao ineficaz do solvente.
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Dessa forma, utilizou-se no presente trabalho como solvente padrdo o acido
acético em concentracdo de 60% (v/v). Concentragdes iniciais de 0,8% (m/v) de
quitosana e 1,8% (m/v) de polietileno glicol foram ent&o testadas, conforme o trabalho de
Queen (2006).

Além disso, determinou-se experimentalmente que a distancia de 10 cm da
agulha em relacao ao coletor era razoavel (como condigao inicial para a realizagao dos
experimentos) para que a solugao polimérica atingisse o coletor. A vazao de referéncia
foi definida como 5 mL/h, e a tensdo para o inicio dos experimentos foi estabelecida em
15kV, com base em dados médios obtidos da andlise da literatura especifica do
processo.

4.2.1 Analise do efeito da vazido nas caracteristicas do recobrimento

Conforme anteriormente citado, a vazéo de referéncia utilizada foi de 5 mL/h.
Esta foi aumentada para 7,5 e 10 mL/h para efeito de estudo. Na Figura 4.5 séo
apresentadas as microscopias eletrénicas de varredura de amostras recobertas nas trés
vazOes estudadas.

Figura 4.5- Morfologia de superficie recoberta com quitosana a 0,8% (m/v) e PEG a 1,8%

(m/v) em solugdo aquosa de acido acético a 60%, tensao de 15 kV, distancia de 10 cm,
agulha de 21G utilizando vazées de: a) 5 mL/h b) 7,5 mL/h e ¢) 10 mL/h (barras de 5

um).
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Analisando-se a Figura 4.5, verifica-se que o aumento da vazao resulta em gotas
cada vez menores, além de maior homogeneidade do recobrimento (através da analise
morfolégica do recobrimento no substrato de papel aluminio), entretanto, sem resultar na
formacao de fibras. Pode-se inferir que as vazdes utilizadas nessa etapa foram altas, de
modo que nao houve evaporagédo suficiente do solvente quando da deposi¢ao da solugéao
no papel aluminio, prevalecendo o depdsito de goticulas. Observa-se o gotejamento da
solugdo, com maior clareza, na Figura 4.5(b).

4.2.2 Anadlise da influéncia da distancia agulha-coletor

A distancia inicial pré-determinada foi de 10 cm; esta foi incrementada para 12,5
cm e reduzida a 7,5 cm para efeitos de estudo. Na Figura 4.6 sdo apresentadas as
microscopias eletrbnicas de varredura para as amostras recobertas nas distancias

analisadas.

O recobrimento com a agulha a 7,5 cm de distancia gerou uma camada fina de
material sobre o substrato, caracterizando um filme ao invés de fibras. Fato semelhante
ocorreu quando se aumentou a distancia para 12,5 cm, porém foram observadas
algumas gotas no recobrimento, tornando-o mais heterogéneo. Distancias maiores
poderiam favorecer o processo, visto que o tempo de transferéncia da solucao e a taxa
de evaporagao do solvente sdo dependentes desse parametro. Porém, a distancia nao
pode ser alta a ponto de que o material ndo atinja o coletor. Por outro lado, quando se
utiliza distancias menores, pode-se conseguir maiores valores de campo elétrico sem a
necessidade de aumentar exarcebadamente a tensdo, conferindo maior seguranga ao
processo. Apesar da distancia ser relevante, a sua variagdo € menos impactante nos
resultados que outros parametros, como concentragdo polimérica, tensdo e tipo de

solvente, que foram, entdo, averiguados.
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1,8% (m/v) em &cido acético a 60%, tensao de 15 kV, vazao de 5 mL/h, agulha de 21G,

utilizando distancia agulha-coletor de: a) 7,5 cm b) 10 cm e ¢) 12,5 cm (barras de 5 um).

4.2.3 Influéncia da tensao

Na Figura 4.7 sao apresentadas as microscopias eletrénicas de varredura das
amostras recobertas com solugdo de quitosana a 0,8% (m/v) e PEG a 1,8% (m/v) sob

diferentes tensoes.

Figura 4.7- Morfologia da superficie recoberta com quitosana a 0,8% (m/v) e PEG a 1,8%
(m/v) acido acético a 60%, vazao de 5 mL/h utilizando distancia agulha-coletor de 10 cm,
agulha de 21G, submetido a tensdes de a) 10 kV b) 15 kV c¢) 20 kV (barras de 5 um).

A tensao elétrica € um parametro importante, pois esta associada a forca com
que o fluido que sai da agulha sera estirado. Logo, menores volumes de solucdo e
maiores forgas de estiramento produzem fibras menores. Dessa forma, devido as poucas
diferencas no padrao de recobrimento das superficies tratadas mostradas na Figura 4.7 e
as limitacées operacionais do sistema, estabeleceu-se a tensdo mais adequada como
sendo a de 15 kV.
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4.2.4 Efeito do tipo de solvente utilizado

Na Figura 4.8 sdao mostrados os resultados obtidos a partir da mudanca de

solvente utilizado.

Figura 4.8- Morfologia da superficie recoberta com quitosana a 0,8% (m/v) e PEG a 1,8%
(m/v), vazdo de 5 mL/h utilizando distancia agulha coletor de 10 cm, tensdo de 15 kV,
agulha de 21G empregando como solventes solugdes aquosas de: a) acido acético a
60% (v/v) b) etanol e acido acético a 60% (v/v) e 1% (v/v), respectivamente c) acetona e

acido acético a 60% (v/v) e 1% (v/v), respectivamente (barras de 5 um).

Baseando-se na Figura 4.8, observou-se que a substituicdo por etanol gerou um
filme fino depositado sobre o papel aluminio, enquanto pode-se inferir que a substituicao
quase completa do acido acético por acetona configura-se como uma alternativa
promissora quando se deseja recobrimentos do tipo electrospraying. Ocorreu uma
distribuicdo homogénea das goticulas nesta condigdo, o que pode ser interessante em
outras aplicagbes médicas. No entanto, a formulagéo da solugdo pode ser modulada com
a adicao de acetona para promover maior volatilidade a solu¢ao polimérica, de modo a se
obter fibras em detrimento a dispersdo de pequenas gotas. Visto que o aumento da
viscosidade da solugéo polimérica poderia contribuir para a formagao de fibras, testou-se
o efeito do aumento da concentragao de quitosana e PEG no recobrimento.
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4.2.5 Efeito da concentracao de polimeros

A concentragao inicial de quitosana foi estabelecida em 0,8% (m/v), enquanto a
de PEG foi de 1,8% (m/v); aumentou-se a concentragdo de quitosana para 1,2% (m/v) e
1,6% (m/v), a fim de analisar a influéncia da quantidade de polimeros no recobrimento.
Na Figura 4.9 sdo apresentadas as microscopias eletrbnicas de varredura para as
amostras obtidas nas trés concentracoes estudadas.

e .. CAig e

Figura 4.9- Morfologia da superficie recoberta com mistura de quitosana em variadas

proporgoes e PEG a 1,8% (m/v) em acido acético a 60%, na tensao de 15 kV, vazéo de 5
mL/h, distancia agulha-coletor de 10 cm, vazao de 5mL/h, agulha de 21G, nas seguintes

concentragdes de quitosana a: a) 0,8% b) 1,2% c) 1,6% (m/v) (barras de 5 um).

Através da Figura 4.9, é possivel observar que nas trés concentragdes
analisadas, obteve-se um recobrimento do tipo microdispersédo na superficie das
amostras de papel aluminio. O aumento da concentragdo polimérica em solugao resultou
em maiores didmetros de gota. A fim de otimizar o parametro concentragéo na formagao
de fibras, a quantidade de moléculas poliméricas em solugao deve ser elevada, porém
tendo precaucao quanto a viscosidade da solugdo, de maneira que nao se verifigue sua
gelificagdo. Dessa forma, o recobrimento mais satisfatério se deu com quitosana a 1,6%
(m/v), embora em nenhuma das condicdes se verificasse a formagéo de fibras. Apesar da
dispersdo das gotas ter se tornado menor, o conjunto de variaveis de processo e de
solucdo nao permitiu que houvesse agregacao, estiramento e evaporacao do solvente
para a deposicao de fibras em detrimento a de gotas.

Analisando as Figura 4.5 a 4.9, observa-se que houve a formagao somente de
gotas ao invés de fibras. O fenémeno verificado pode ser explicado tanto por parametros
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de processo, como a umidade relativa e temperatura quando da realizacdo do
recobrimento, e parametros de solugao, como viscosidade inapropriada. Por esse motivo,
foram realizados aprimoramentos na metodologia experimental, a fim de se obter
recobrimentos fibrosos ao invés dos constituidos por microdispersoes, iniciando-se com o
eletropolimento das agulhas de injegdo visando a remogao de irregularidades em suas
superficies para a formacdo estavel de jatos das solugdes poliméricas, e o
monitoramento da condigdo ambiental. Na ultima etapa dos ensaios preliminares, foi

variada a formulagéo da solugéo polimérica.

4.2.6 Recobrimento em condi¢cbes ambientais monitoradas empregando agulhas com
tratamento superficial (ou eletropolidas)

A fim de aprimorar a metodologia do recobrimento via electrospinning, diferentes
agulhas testadas apds seu eletropolimento (ou polimento eletroquimico) empregando
solugdo &cida. As agulhas passaram a apresentar carater afunilado em todas as
direcoes, em detrimento ao aspecto chanfrado que possuiam originalmente. O tratamento
teve como objetivo uniformizar a geometria da saida, visando aprimorar a deposi¢cao da
solugcdo evitando acumulo na ponta da agulha. Na Figura 4.10 apresenta-se a
microscopia Optica das agulhas em seu aspecto original e na Figura 4.11, as agulhas
quimicamente tratadas de 21G (didmetro interno de 0,8 mm) e 23G (didmetro interno de

0,6 mm), respectivamente.

Figura 4.10- Agulhas originalmente chanfradas de: a) 21 G e b) 23 G.
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Figura 4.11- Agulhas eletropolidas de: a) 21 G e b) 23 G.

Segundo Ishihama et al. (2002), o eletropolimento de agulhas destinadas ao
electrospraying confere a elas maior resisténcia a corrosdo e resulta em emissores de
material mais robustos. Além disso, os autores verificaram que agulhas de menor
didmetro interno e de parede mais fina na saida (proporcionado pelo eletropolimento)
mostram-se mais promissoras em relacao a estabilidade do cone de Taylor em vazdes
mais baixas. Assim, as agulhas polidas foram utilizadas a partir desta etapa do trabalho,
considerando-se a similaridade entre os processos de electrospinning e electrospraying.
Os recobrimentos foram realizados com a agulha posicionada horizontalmente, pois
dessa forma foi possivel controlar de maneira mais eficaz as variaveis, de modo a evitar o

entupimento pela solu¢do na saida.

Segundo De Vrieze et al. (2006), para que se tenha sucesso em um processo de
deposigcao por electrospinning, uma série de requisitos devem ser preenchidos: 1)
formacao do cone de Taylor na ponta da agulha (detectavel visualmente); 2) formacao de
um jato estavel (detectavel visualmente); 3) distribuicdo uniforme das fibras depositadas
macroscopicamente (detectavel visualmente); 4) formacdo de fibras de dimenséao
microscopicas (detectavel por microscopia dptica e microscopia eletrdnica de varredura).

Nesta etapa do trabalho, foram considerados tais requisitos para se confirmar
gue o recobrimento se deu efetivamente por electrospinning. O recobrimento foi realizado
em papel aluminio nas andlises iniciais, em placas de vidro para as analises por
microscopia éptica e nas proprias telas de poli(propileno) nas condigcdes em que houve a
formagcao de fibras. Continuou-se utilizando as concentracées descritas por Queen
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(2006). Durante os ensaios desta etapa, foram consideradas a temperatura e a umidade
relativa do ambiente. A influéncia da umidade relativa é um parametro de elevada
importancia no processo de electrospinning e deve ser controlada com critério. Quanto
menor a umidade relativa, mais rapidamente evapora o solvente e mais finas sdo as
fibras formadas, pois cargas eletrostaticas mais altas na superficie da fibra tendem a
alongéa-las de maneira mais eficiente. Segundo o Centro de Pesquisas Metereoldgicas e
Climaticas Aplicadas a Agricultura (CEPAGRI/Unicamp), diariamente a umidade relativa
do ar pode variar em até 25% em Campinas-SP, considerando a diferenca entre os
periodos da manha e da tarde. Dessa forma, a estabilidade da umidade relativa do
processo pode propiciar resultados mais expressivos em termos de electrospinning.

Na Tabela 4.4 séo listadas as condi¢ces utilizadas nos quatro primeiros
experimentos realizados nesta etapa, incluindo as suas respectivas temperaturas e
umidades. A solugao polimérica, para as quatro condicdes, foi solubilizada em uma
mistura de 80% de acido acético e 20% de agua, para aumentar a volatilidade e diminuir
a viscosidade da solugéo.

Tabela 4.4- Condigbes utilizadas nos quatro primeiros experimentos da etapa, utilizando
concentracdes de 1,6% de quitosana (massa molar média) e de 1,8% de PEG, distancia
agulha-coletor de 5 cm e tensao de 15 kV.

Agulha Vazao Temperatura Umidade

Amostra Aspecto do recobrimento

(G) (mL/h) (C) (%)
1A 18 15 24C 54 Particulas dispersas
2A 21 15 23C 54 Particulas dispersas
3A 21 5 24C 47 Agregacao dos particulados
4A 21 0,5 27C 33 Formacao de filme fino

Na Figura 4.12 sdo apresentadas microscopias tipicas dos recobrimentos
obtidos nas condicdes listadas na Tabela 4.4.

Observa-se que, para os recobrimentos 1A e 2A, as particulas de quitosana se
dispersaram, ndo apresentando emaranhamento para a formacao de fibras. Isso se da
pela formagéo de chicotes observados experimentalmente, resultado de uma distribuicao
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heterogénea de cargas ao longo do jato, causando um efeito semelhante ao de um spray
de material na saida da agulha. Dessa forma, o primeiro requisito do processo nao foi
atendido.

Comparando as amostras 1A e 2A, nas quais houve diminuicdo do diametro
interno da agulha, verifica-se que para vazdes altas essa alteragdo ndo foi significativa
em termos de eficacia de recobrimento. J& ao se reduzir em trés vezes a vazao
(comparando-se as amostras 2A e 3A), mantendo as outras condigbes constantes,
verifica-se que as particulas apresentam maior grau de agregagado, que pode ser
explicado por um maior tempo de exposicdo da solugdo a atmosfera, resultando em
maior evaporagao do solvente. J& a reducdo da vazao (amostras 3A e 4A) nao
apresentou diferenca na analise por microscopia, mas houve diminuicao do acumulo de

solugdo na saida da agulha, observado experimentalmente.

Figura 4.12- Microscopias dos recobrimentos das amostras em placas de vidro: a) 1A
(aumento de 100X) b) 2A (aumento de 400X) ¢) 3A (aumento de 100X) e d) 4A (aumento
de 40X).
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Além dos recobrimentos realizados sobre as laminas de vidro, foram realizados
testes sobre as telas de poli(propileno). Estas apresentaram, nesses ensaios,
recobrimento do tipo filme fino, com a presenca de goticulas. Observou-se,
experimentalmente, que essas goticulas entupiram os poros do material, 0 que pode ser
prejudicial do ponto de vista da fixagao celular na face voltada ao musculo. Cabe salientar
que resultados mais promissores foram obtidos nas condi¢ées 3A e 4A, indicando que
condi¢des de umidade mais baixa poderiam ser propicias ao electrospinning.

Mediante esses resultados, foram propostas cinco novas condi¢cdes para analise
do comportamento e da morfologia do recobrimento, listadas na Tabela 4.5 juntamente
com seus respectivos resultados qualitativos. Novamente, a solugdo polimérica, para
todas as condicoes citadas, foi solubilizada em uma mistura de 80% de acido acético e
20% de agua. A quitosana utilizada foi a de massa molar média da Sigma-Aldrich. Na
Figura 4.13 séo apresentadas microscopias dos recobrimentos referentes a Tabela 4.5.

Tabela 4.5- Condicbes utilizadas nos cinco ensaios posteriores desta etapa, utilizando
concentracdes de 1,6% de quitosana e vazao de 1 mL/h.

Amostra Agulha gggc. Distancia Tensao Umidade Aspecto do
(G) (%) (cm) (kV) (%) recobrimento

5A 21 1,8 5 15 33 Formacéo de filme fino

6A 21 2,5 5 15 42 Aparecimento de fibras

7A 21 25 75 15 41 Formagao de
emaranhado

8A 21 2,5 7,5 12 56 Aparecimento de fibras

9A 23 2,5 7,5 15 48 Particulas dispersas

Através das microscopias, observa-se que o aumento da vazao de 0,5 mL/h para
1 mL/h ndo causou alteracao significativa, comparando-se as Figuras 4.13 (a) e 4.12 (d).
Ja o aumento da concentragdo de polietileno glicol de 1,8% para 2,5% resultou no
aparecimento de fibras (Figuras 4.13(b) a (d)), o que permite inferir que a quantidade de
polimero presente em solucdo era insuficiente. A maior adicdo de PEG permitiu que a



68

solugéo tivesse, possivelmente, um emaranhado polimérico aumentado, mas sem que se

alterasse drasticamente a viscosidade da solugéo.

Figura 4.13- Microscopias dos recobrimentos das amostras: a) 5A (aumento de 40X) b)
6A (aumento de 400X) c) 7A (aumento de 400X) d) 8A (aumento de 400X) e e) 9A
(aumento de 100X).

A alteragdo da distancia, comparando os ensaios 6A e 7A, nao representou
efeito significativo na morfologia do recobrimento, sendo observada a formagcao de um
emaranhado polimérico. A reducdo na tensdo (comparando 7A e 8A) resultou na
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formagcdo de um emaranhado sem aspecto de fibras. O aumento do diametro da agulha

nao resultou em melhores resultados, uma vez que houve ocorréncia de gotas dispersas.

Nos ensaios 5A, 6A, 7A e 9A verificou-se a formagdo do cone de Taylor, no
entanto ndo se observou a presenca de jato estavel; assim, o primeiro requisito da
metodologia de reconhecimento foi atendido, porém o segundo nao; dessa forma, foi
preciso aprimorar as condi¢des experimentais para garantir a estabilidade do jato na
saida de material da agulha ao coletor.

O propésito que leva a utilizagdo de uma blenda é o de se empregar, de forma
sinérgica, as propriedades de ambos os polimeros em solugdo. Na tentativa de melhorar
a eletrodeposi¢ao da quitosana, o polietileno glicol permite a solugdo como um todo ser
mais facilmente depositada por diminuir as influéncias da baixa solubilidade e da alta
viscosidade da quitosana em solucdo (Queen, 2006). O PEG apresenta baixa toxicidade,
pode ser facilmente eliminado do organismo, apresenta minima reagao adversa in vivo, e
pode ser adicionado a quitosana sem prejudicar o potencial para aplicacdes biomédicas
das fibras. A adicdo de PEG reduz a viscosidade da solugdo por interagir com a
quitosana através de ligagbes de hidrogénio, diminuindo as liga¢des intercadeias das
moléculas de quitosana. A adicdo de PEG a solucao de quitosana gera uma blenda que é
mais suscetivel a eletrodeposicdo que a quitosana isolada, através da reducdo da
quantidade de polissacarideo em solucao, permitindo ao produto final manter a sua
caracteristica biodegradavel e de afetar positivamente o sistema imunolégico. Dessa
forma, o aumento da proporcédo de PEG é benéfico tanto do ponto de vista tecnoldgico
quanto em relagdo as caracteristicas desejadas do biomaterial, € mostrou-se vantajoso
também no presente trabalho.

4.2.7 Efeito da mudanca da formulacdo da solugcdo polimérica no recobrimento via

electrospinning

A formulagao da solugéo polimérica foi alterada trocando-se o solvente utilizado.
Ao invés de utilizar uma mistura composta por 80% de &cido acético em agua, empregou-
se uma solugéo formada por 40% de acido acético, 40% de acetona e 20% de agua, a
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fim de aumentar a volatilidade desta. Liu et al. (2008) constataram que € possivel otimizar
a composicdo do solvente para a eliminagdo de gotas nos produtos obtidos via
electrospinning, e a eficiéncia do processo depende fortemente desse parametro. Dessa
forma, estudos mais detalhados sobre o solvente mais adequado para o sistema se

mostraram necessarios.

A alteragdo da composigao do solvente resultou na formag¢éao de um jato liquido
no centro da tela de poli(propileno) a ser recoberta e na formagdo macroscépica de
pequenas fibras dispersas em suas bordas. As condigbes experimentais utilizadas sdo
apresentadas na Tabela 4.6, e nas Figuras 4.14 e 4.15 sao apresentados o0 aspecto tipico

e a microscopia eletrdonica de varredura resultante do ensaio.

Tabela 4.6- Condicboes utilizadas na alteracdo da formulacdo do solvente utilizando
concentragdes de 1,6% de quitosana e vazdo de 1 mL/h, com solvente constituido por
40% de acido acético, 40% de acetona e 20% de agua.

Amostra Agulha Conc. Distancia Tensdao Temp Umidade Aspecto do
(G) PEG (%) (cm) (kV) (C) (%) recobrimento
Formacéao de fibras
10A 21 2,5 7,5 15 25 44 e filmes finos e

descontinuos

100 pm

Figura 4.14- Aspecto do recobrimento obtido através da alteracdo da composi¢cdo do
solvente: a) formagéao de fibras b) deposigao de material umido.
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Figura 4.15- Microscopias eletronicas de varredura do recobrimento resultante da
mudanga de composigao do solvente.

Através das Figuras 4.14 e 4.15, verifica-se que houve a formagao de pequenas
fiboras concomitante com o recobrimento por filme verificado sobre a tela de
poli(propileno). A fim de otimizar a formagdo de fibras e eliminar a incidéncia de
recobrimentos constituidos de filmes, na qual o solvente nao fosse totalmente evaporado,
testou-se a substituicdo de quitosana de massa molar média pela quitosana de massa

molar baixa.

A massa molar do polimero apresenta notavel efeito na viscosidade da solugéao
e na capacidade de se realizar a sua eletrodeposicao. Queen (2006) realizou o estudo de
diferentes quitosanas: a de massa molar mais alta (600.000 Da), a intermediaria (400.000
Da) e a mais baixa (150.000 Da) e constatou que a quitosana de massa molar mais
elevada apresentou limite de solubilidade em solugéo aquosa de acido acético a 60% de
2% (m/m), resultando em uma solucdo gelificada; ja a quitosana de massa molar
intermediaria apresentou limite de solubilidade na mesma solucao de 3% (m/m) e a de
massa molar mais baixa apresentou limite de 5% (m/m). Quando os diferentes
biopolimeros foram solubilizados a uma mesma concentragao, a solugao com alta massa
molar apresentou maior viscosidade, seguida pela média e pela baixa, respectivamente.
Tanto a quitosana de alta quanto a de média massa molar resultaram em solu¢des
bastante viscosas, que dificultam o processo de electrospinning. Sabe-se que para a
formacao de fibras via electrospinning um numero suficiente de cadeias poliméricas
precisa estar presente em solugdo para ocorrer seu emaranhamento, permitindo a
formacao de fibras a medida que as cadeias poliméricas sdo manipuladas no campo
elétrico. Por essa razao, o balango entre quantidade razoavel de polimeros em solugao e
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viscosidade precisa ser considerado para se ter sucesso. A utilizagdo de um polimero
com menor massa molecular, que pode gerar uma solugdo com menor viscosidade, é de
relevante interesse. Dessa forma, foi coerente considerar a substituicdo da quitosana de
massa molecular média (600 kDa) da Sigma-Aldrich por quitosana baixa massa molar
(grau farmacéutico) da Cognis (450 kDa), que pode ser mais apropriada para a utilizagao
de forma isolada ou em blendas com outros polimeros. Seguiu-se a nomenclatura alta e
média conforme descricao dos fabricantes.

As condigbes experimentais utilizadas foram as mesmas do o ensaio 10A:
agulha de 21G, tensdo de 15 kV, vazao de 1 mL/h, distancia de 7,5 cm entre agulha e
coletor, concentracdes de 1,6% de quitosana QB (ao invés de QM) e de 2,5% de PEG.
Este ensaio foi designado como 1B.

Na Figura 4.16 € apresentado o deposito tipico da formagao de fibras sobre a
tela de poli(propileno). Na Figura 4.16, é possivel observar que foi formado um material
fibroso, constituido por quitosana de baixa massa molar e de polietileno glicol. Dessa
forma, observa-se que a substituicdo da quitosana de massa molar média pela baixa foi
satisfatéria, bem como a adicdo de uma fragdo significativa de acetona no solvente
utilizado para a solugdo polimérica. Na Figura 4.17 s&do apresentados o aspecto e a
morfologia macroscopica do biomaterial sobreposto pelas fibras.

Figura 4.16- Formagéo de fibras, nas condi¢des: agulha de 21G, tenséo de 15 kV, vazéo
de 1 ml/h, distancia de 7,5 cm entre agulha e coletor, concentracées de 1,6% de
quitosana QB e de 2,5% de PEG solubilizados em 20% de agua, 40% de acido acético e
40% de acetona.
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Figura 4.17- Aspecto macroscopico das fibras resultantes do processo de electrospinning,
nas condigdes: agulha de 21G, tensao de 15 kV, vazao de 1 mL/h, distancia de 7,5 cm
entre agulha e coletor, concentracdes de 1,6% de quitosana QB e de 2,5% de PEG
solubilizados em 20% de agua, 40% de acido acético e 40% de acetona.

Na Figura 4.17, observa-se que as fibras formadas pareceram se estabelecer
em um ponto de fixagdo sobre a tela de poli(propileno) e a partir deste ponto
apresentaram crescimento tanto longitudinal quanto lateral, apresentando um tipo de
geometria conhecida como fractal.

Estruturas na forma de fractais sdo comumente verificadas na natureza, como
nos brénquios pulmonares (Santos et al., 2011) e nas sericinas (Khire et al., 2010)
(proteinas hidrofilicas produzidas juntamente com a fibroina por diferentes bichos da
seda). Para efeito comparativo, na Figura 4.18 sdo apresentadas as microscopias Opticas
das fibras experimentalmente obtidas, enquanto na Figura 4.19 mostra-se a morfologia
da sericina conforme registro de Khire et al. (2010).

A andlise das Figuras 4.18 e 4.19 permite inferir que as estruturas obtidas pelo
processo de electrospinning se assemelham as obtidas pelo processo de nucleagao e
crescimento da estrutura fibrosa de sericina, apresentando um eixo central com
ramificacoes através de sua extensdo. De acordo com Khire et al. (2010), durante a

secagem, a sericina forma espontaneamente tais padroes fractais ramificados, que sao
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qualitativa e quantitativamente semelhantes a estruturas fractais formadas por processos

limitados pela difusdo da macromolécula.

Figura 4.18- Microscopias das fibras formadas por eletrodeposicao nas condi¢gées: agulha
de 21G, tensao de 15 kV, vazdo de 1 mL/h, distancia de 7,5 cm entre agulha e coletor,
concentragdes de 1,6% de quitosana QB e de 2,5% de PEG solubilizados em 20% de
agua, 40% de acido acético e 40% de acetona.

Figura 4.19- Estruturas de auto-organizacao molecular de sericina obtidas por Khire et al.
(2010).

Amir et al. (2010) estudaram membranas poliméricas contendo diferentes
porcentagens de sal para aplicagdo em dispositivos eletroquimicos operando em estado
solido. Padrées de crescimento fractal foram observados e analisados em membranas de
PEG, onde foram obtidos fractais de iodeto de aménio, e de quitosana, onde cresceram
estruturas de nitrato de prata, e suas dimensdes fractais foram determinadas. Foram

realizados ensaios experimentais e simulagées computacionais a fim de comparar os
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resultados. Para isso, um modelo de agregacao limitado pela difusdo, o qual € baseado
na teoria do movimento Browniano, foi aplicado para simular computacionalmente os
padrdes fractais obtidos experimentalmente. Segundo Amir et al. (2010), a medida que as
particulas coalescem, agregados de sal de formatos irregulares sdo formados. Em um
processo de agregacao limitado pela difusdo, a particula se desloca em movimentos
Brownianos até que entre em contato com outra particula. No inicio, o agregado é
constituido por um Unico grao. O crescimento do agregado se da pelo seguinte processo:
inicialmente, uma particula direciona-se a um determinado local ao redor do perimetro do
circulo cujo centro é o grdo inicial. Entéo, a particula realiza um movimento aleatério até
que se encontre adjacente ao agregado, que causa a jungao da particula a estrutura. O
processo continuo, particula a particula, faz com que o agregado cresga até atingir
determinadas dimensdes. Apesar do fenémeno do electrospinning nao ser caracterizado
por esse modelo difusional, uma vez que se trata do movimento acelerado do jato em
diregcdo ao coletor, a transferéncia do fragmento de fibra inicial (grdo) e o crescimento
aleatorio foram observados na estruturas obtidas pela eletrodeposicao neste trabalho.

Amir et al. (2010) relataram que os fractais foram formados em centros de
nucleacao diferentes e cresceram na direcao oposta ao sitio de nucleagao. Os diferentes
tamanhos e formas desses fractais se devem a ocorréncia de outros sitios de nucleacao
em paralelo, o que também foi observado experimentalmente na eletrodeposicao de
solugdes de quitosana e PEG no presente trabalho.

Observou-se, também, tanto nas membranas propostas por Amir et al. (2010)
quanto na deposi¢ao via electrospinning, que o processo de crescimento aleatério leva a
formacao de pequenas protuberancias que apresentam maior facilidade de captura das
particulas que difundem, caracterizando-se como ponto de coleta e de crescimento
preferencial. Esses pontos sdo facilmente identificados, uma vez que a retencao gradual
das particulas e seu crescimento ocorrem geralmente em uma zona ativa pequena dentro
de um raio bem determinado. Ocorre um processo de auto-estabilizagao da protuberancia
até que ela cresga e gere novas protuberancias, resultando, assim, na caracteristica
ramificada, semelhante ao que se verifica em arvores. Dessa forma, pode-se inferir que a

deposicao via electrospinning se caracteriza, além da formagédo de redes de nanofibras,
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como um mecanismo de obtencao de estruturas fractais de solugdes poliméricas quando

do seu trajeto através do ar.

4.3 Analise detalhada do efeito das variaveis de estudo nas caracteristicas

das telas recobertas por electrospinning

Tabela 4.7- Condiges iniciais utilizadas nessa etapa experimental.

Variavel Condicoes experimentais utilizadas
Conc. de PEG 2a3%
Distancia agulha-coletor 5a10cm
Vazao 0,5a2mL/h
Conc. de surfatante 0al1%
Conc. de quitosana (QB) 1,6%
Agulha 21 G
20% agua
Solvente 40% acetona

40% &cido acético

Através da andlise qualitativa da influéncia da composicdo do solvente,

considerando a volatilidade, tensdo superficial e constante dielétrica, e das diferentes

caracteristicas de recobrimento obtidas com quitosanas de massas molares distintas,

verificou-se que as condi¢cdes experimentais utilizadas na amostra 1B mostraram-se

apropriadas para dar inicio a estudos mais detalhados visando resultados quantitativos

referentes a espessura das telas apés o recobrimento, ao diametro médio das fibras

obtidas, a capacidade maxima de absorcdo e a perda de massa apdés a exposicao a

solugdes aquosas. Para os ensaios de espessura, perda de massa e capacidade de

absorcao foram utilizadas as amostras constituidas por tela de poli(propileno) e
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recobrimento; j4 para as analises por microscopia eletrénica de varredura, utilizou-se
amostras de fibras isoladas da tela, para melhor visualizagdo. As condigdes
experimentais utilizadas para recobrimento de telas estao dispostas na Tabela 4.7.

4.3.1 Efeito da concentracao de PEG nas caracteristicas das fibras

Nestes ensaios foi variada a concentracio de PEG na solucdo, e
consequentemente a proporgao entre os polimeros utilizados para a obtencao de fibras.
Os resultados obtidos para a andlise da influéncia desse parametro de solugcdo sao
apresentados nos itens a seguir.

4.3.1.1 Morfologia das fibras formadas no processo

A andlise por microscopia eletronica de varredura da morfologia da superficie
das fibras formadas foi realizada visando auxiliar na analise das fibras formadas via
electrospinning. Os resultados sdo mostrados na Figura 4.20.

Através das micrografias é possivel perceber que a diminuigcdo da concentragéao
de PEG resulta em defeitos ao longo das fibras formadas no processo. E possivel
observar pequenos depédsitos de material sobre as fibras, conforme apresentado com
maior aproximagao na Figura 4.21. Ja o aumento da concentracdo de PEG resultou em
fibras mais homogéneas e lisas, praticamente sem a presenca de depdésitos (Figura 4.20
C).

A formacgao de depésitos sobre as fibras pode ser explicada pela existéncia de
processos de electrospinning e electrospraying combinados, no qual este ultimo se torna
prevalecente em condi¢des de baixas concentragdes poliméricas. Pode-se inferir que tais
depdsitos sejam constituidos por quitosana, uma vez que esta apresenta maior influéncia
quando a propor¢ao de PEG na solugao polimérica é diminuida. Dessa forma, quando se
deseja fibras mais lisas e homogéneas, a concentracdo polimérica deve ser relativamente

alta.
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Figura 4.20- Morfologia de superficie das fibras preparadas em diferentes concentragdes
de PEG: (a) ensaio 1C — 2,0%; (b) ensaio 2C — 2,5% ;e (c) ensaio 3C — 3,0%.

Figura 4.21- Detalhe da morfologia de superficie das fibras obtidas no ensaio 1C.

Comparando com dados da literatura, Fong et al. (1999) realizaram ensaios de
eletrodeposicao de PEG de 1 a 4,5% em agua e etanol (com proporgdes variando de 1:0
a 3:2 em massa) e constataram que a formacao de gotas concomitantes com fibras esta
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intimamente relacionada com a concentragédo polimérica em solugéo, obtendo fibras mais

lisas com a concentragéo de 4,5% de PEG.

Liu et al. (2008) estudaram a deposicao de polibutileno succinato em uma faixa de
concentracdo de 11 a 17% soluilizado em diferentes solventes, como o cloroférmio, o
diclorometano, o 2-cloro-etanol e o 2-propanol. Tais autores constataram que a
concentracdo polimérica € um dos parametros mais importantes no processo de
electrospinning porque esta intimamente ligada a viscosidade da solugéo, sendo esta
relacionada a obtengao e a morfologia das fibras. Quando a concentragéo polimérica é
baixa, tanto gotas quanto microesferas podem ser encontradas na superficie da placa
coletora, predominando o processo de electrospraying. Aumentando a quantidade de
polimeros em solugdo, espera-se que ocorra uma diminuicdo no niumero e no tamanho
das gotas, e em alguns casos é possivel eliminar totalmente a presenga de gotas,
otimizando o processo de electrospinning. Os autores constataram também que, a
concentracdes poliméricas mais baixas, a forga viscoelastica ndo foi suficientemente
grande para suportar a alta intensidade do campo elétrico, resultando na ruptura do jato
carregado em jatos menores, que se tornavam arredondados e formavam gotas
discretas. Ja a concentragdes mais altas, com o aumento do emaranhamento das
cadeias, a forca viscoelastica foi suficientemente grande para prevenir a ruptura total do
jato carregado e o posterior alongamento durante o caminho em direcdo ao coletor,
resultando no desaparecimento das gotas e dos defeitos.

4.3.1.2 Didmetro médio das fibras obtidas

Os diametros médios das fibras obtidos nos experimentos cujo efeito da
alteracao da concentracao de PEG foi estudado estao dispostos na Tabela 4.8.

Os diametros obtidos com a alteracao na concentragcdo de PEG apresentaram
variacao estatistica significativa quando da utilizacdo de concentracées de PEG mais
baixas. Observou-se que houve diminuicdo do diametro a concentracbes maiores que
2%, porém, acima desse valor, ndo houve mudanca significativa. No entanto, quando se
trabalhou com menores concentracbes de PEG, a morfologia das fibras tornou-se

bastante irregular e os diametros ficaram distribuidos em uma faixa mais ampla, sendo
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observados tanto valores relativamente baixos quanto valores mais elevados para esse
parametro. O erro padrdo obtido para a andlise no ensaio 1C foi maior que os verificados
para os outros dois ensaios, corroborando a maior variabilidade verificada na analise

morfologica.

Tabela 4.8- Diametro das fibras obtidas variando-se a concentragéo de PEG

Conc. PEG Diametro Diametro Diametro médio
Amostra . .
(%) minimo (um)  maximo (pum) (Mm)
1C 2,0 38,6 174,6 92 + 8°
2C 2,5 31,9 118,1 59 + 5°
3C 3,0 33,7 102,2 64 +5°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).

A andlise comparativa com dados da literatura permite inferir que 0 aumento da
concentracao de PEG teria efeito direto na obtencao de maiores diametros. Jacobs et al.
(2010) e Kriegel et al. (2009) realizaram ensaios variando, entre outros parametros, a
concentracdo de PEG em solugéo, e concluiram que seu aumento causa elevagao na
viscosidade, aumentando, consequentemente, o emaranhamento das cadeias
poliméricas, gerando fibras com maiores didmetros. Isso ocorre provavelmente devido a
maior resisténcia da solugao polimérica enquanto é estirada por cargas elétricas no jato
de electrospinning. Além da mudanca no diametro, a morfologia das fibras também é
influenciada pela concentragéo polimérica na solugdo. No entanto, no presente trabalho
verificou-se efeito inverso, com a obtengdo de maiores valores de didametro quando se
utilizou menores concentragcdes de PEG. Tal inversao se deu pelas irregularidades e pela
presenca de defeitos nas fibras obtidas, aumentando o didmetro das fibras no ensaio 1C;
além disso, o aumento de 2,5 para 3,0% nao resultou em alteracdo no didametro médio
das fibras. Pode-se inferir que a utilizacdo de concentracdes abaixo de 2,0% de PEG, nas
condi¢cdes experimentais propostas, nao resultam em fibras satisfatérias, ja4 0 aumento de

concentracao polimérica das amostras 2C para 3C nao tem efeito significativo.
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4.3.1.3 Espessura das telas recobertas

Os valores referentes a espessura das telas de poli(propileno) recobertas estao
presentes na Tabela 4.9, com sua respectiva variacao de concentracao de PEG.

Tabela 4.9- Espessuras obtidas para as telas recobertas em cada ensaio realizado.

Amostra Conc. PEG (%) Umidade relativa (%) Espessura (um)
1C 2,0 33 605 + 4°

2C 2,5 34 603 + 72°

3C 3,0 33 581 + 8°

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).

As espessuras médias dos conjuntos variaram de 581 a 603 um. Houve
variacao estatistica nas condi¢coes extremas nas quais foram realizados ensaios. As
fibras formadas no ensaio 1C, no qual foi utilizada menor concentracdo de PEG,
apresentaram maiores didmetros e maior heterogeneidade, o que pode ter acarretado em
maiores espessuras. A medida em que se caminhou em direcéo da utilizacdo de maiores
concentracdes de PEG, fibras mais homogéneas e finas foram formadas, influenciando
na obtencdo de menores espessuras do conjunto.

4.3.1.4 Capacidade maxima de absor¢do de FCS

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absorcao de fluido corpéreo
simulado estéo listados na Tabela 4.10.

Os conjuntos apresentaram capacidades maximas de absorcdo de FCS
variando de 0,20 e 0,29 g de FCS por grama de amostra recoberta. A analise estatistica
mostra que as amostras obtidas nos trés ensaios ndo tiveram suas capacidades de
absorcao afetadas pelas diferentes condigdes de recobrimento. Observou-se que a
variacao foi pequena, e que as capacidades de absorcao se aproximam do valor obtido
para a tela de poli(propileno) sem recobrimento (0,21 g/g), o que permite inferir que a
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absorgéao dos fluidos foi definida pelo carater higroscépico do poli(propileno) que constitui
a tela protésica, e que a influéncia do recobrimento foi minima nesses ensaios,
possivelmente porque a espessura e, consequentemente, a quantidade de material
depositado foi reduzida em todos os ensaios.

Tabela 4.10-Valores obtidos para a capacidade maxima média (C) de absorgao das telas
de poli(propileno) recobertas com solugdes contendo diferentes concentragdes de PEG.

Amostra Conc. PEG (%) Crcs (9/9)

1C 2,0 0,20 £ 0,03°
2C 2,5 0,26 + 0,122
3C 3,0 0,29 + 0,142

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo hé diferenga significativa
entre os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

4.3.1.5 Perda de massa durante exposicao a solugbes aquosas

Os valores obtidos para a variavel-resposta perda de massa do conjunto tela de
poli(propileno) e recobrimento em FCS estéo listados na Tabela 4.11, além da estimativa
da perda de massa somente levando em consideracao somente o recobrimento. Através
da Tabela 4.11, observa-se que houve diferenca estatistica entre as amostras obtidas no
ensaio 1C em relagédo aos ensaios 2C e 3C, assim como ocorreu com a espessura. No
entanto, os valores de perda de massa dos conjuntos obtidos se assemelharam aos
obtidos para os recobrimentos por imersdo. Em relagcdo a estimativa da perda de massa
do recobrimento via electrospinning, observa-se que este parametro foi significativo para
a amostra 1C, chegando a cerca de 25%. Pode-se inferir que tal condigao nao resultaria
em material estavel, diferentemente das outras duas condi¢des. Apesar de o PEG ser
mais sollvel que a quitosana, o aumento da proporcdo de PEG (comparando as
amostras 2C e 3C) nao resultou em diferencas estatisticamente relevantes.
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Tabela 4.11- Valores obtidos para a perda de massa a 37T, por sete dias, dos conjuntos

produzidos.
Amostra Conc. PEG (%) PM Conjunto (%) PM Recobrimento (%)
1C 2,0 8,38 + 0,212 25,13 +0,63°
2C 2,5 5,25 +0,91° 15,74 £ 2,74°
3C 3,0 4,80 + 1,04° 14,40 £ 3,12°

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

4.3.2 Efeito da distancia agulha-coletor nas fibras resultantes

A partir dos resultados obtidos para o efeito da concentracdo de PEG nas
caracteristicas das fibras obtidas, e considerando que um dos fatores de sucesso para a
confecgdo do biomaterial € a homogeneidade do recobrimento, manteve-se a condicao
do ensaio 3C, na qual uma concentragdo maior de PEG foi utilizada, e variou-se a
distancia agulha-coletor.

4.3.2.1 Morfologia das fibras formadas no processo

As microscopias eletronicas de varredura da morfologia da superficie das fibras
obtidas como produto da alteragdo das distancias agulha-coletor estdo dispostas na
Figura 4.22.

A alteragdo da distancia agulha-coletor resultou em fibras com morfologias
diferentes. A aproximagédo do coletor a agulha gerou fibras com aspecto irregular,
semelhante as obtidas com baixa concentragdo de PEG. Observa-se, na Figura 4.22 (a),
que a incidéncia de gotas foi alta quando se utilizou condigcdo mais aproximada do coletor
a saida da agulha. Esse fenémeno pode ser explicado pela incompleta secagem das
fibras, indicando que estas se encontravam majoritariamente umidas quando atingiram o
coletor aterrado. J& o aumento da distancia entre a agulha e o coletor resultou em fibras
mais longilineas e arredondadas (amostra 2D), apresentadas com maior ampliacdo na
Figura 4.23.
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Figura 4.22- Morfologia de superficie das fibras obtidas utilizando as distancias agulha-

coletor de: a) Ensaio 1D - 5 cm; b) Ensaio 3C - 7,5 cm; e c¢) Ensaio 2D - 10 cm.

Figura 4.23- Morfologia de superficie das fibras obtidas no ensaio 2D, apresentando

caracteristicas mais longilineas, lisas e arredondadas.

Tal resultado indica que, com o aumento da distancia, as fibras ficam por maior
tempo expostas ao ambiente, permitindo que cheguem ao coletor em condigdes de quase
total auséncia de solvente em sua composicdo, situacdo diferente com grande

proximidade entre a agulha e o coletor.
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4.3.2.2 Didmetro médio das fibras obtidas

Os diametros minimo, maximo e médio verificados nos experimentos nos quais
foram estudados os efeitos das alteracdo da distancia agulha-coletor sdo mostrados na
Tabela 4.12.

Tabela 4.12- Diametro das fibras obtidas variando-se a distancia da agulha.

L. Diametro Diametro Diametro médio
Amostra Distancia(cm) o
minimo (um)  maximo (um) (um)

1D 5 50,3 128,4 89 + 62
3C 7,5 33,7 102,2 64 + 5°
2D 10,0 27.5 423 35+1°

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste
de Tukey, p<0,05).

Através da andlise dos dados, nota-se que a reducao da distancia em relacao ao
coletor gerou fibras mais espessas, com aumento de cerca de 38% em relacdo ao
controle utilizado (ensaio 3C). O que se verificou, também, é que a dispersédo dos valores
dos didmetros das fibras obtidas pela diminuicdo do caminho do jato até o coletor foi
maior, além da maior dificuldade em se determinar o real valor dos diametros das fibras,
visto que estruturas diferentes fibras (aglomerados e gotas) foram formadas. Ja o
aumento da distancia resultou em fibras mais finas, com didmetro médio cerca de 46%
menor em relagdo ao ensaio 3C, com valores minimo e maximo distribuidos em uma
faixa restrita, variando de 27,5 a 42,3 um, demonstrando maior estabilidade e
reprodutibilidade na formagéo das fibras. Através da analise estatistica, pode-se inferir
que a alteragdo da distancia agulha-coletor influencia significativamente o didmetro das
fibras obtidas.
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4.3.2.3 Espessura das telas recobertas

Os valores referentes a espessura das telas de poli(propileno) recobertas estao
listados na Tabela 4.13, em fungéo das diferentes distancias utilizadas nos experimentos.

Tabela 4.13- Valores de espessura obtidos para os conjuntos tela de poli(propileno) e

recobrimento nos ensaios em que se variou a distancia agulha-coletor.

Amostra Distancia (cm) Umidade relativa (%) Espessura (um)
1D 5 38 595 + 32

3C 7,5 33 581 + 82°

2D 10,0 40 612 +11°

Mesma letra na mesma coluna indica que nao héa diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).

As espessuras médias dos conjuntos obtidos a diferentes distancias do
controle foram de 581 e 612 um, havendo diferenga estatisticamente significativa
quando se aumentou a distancia agulha-coletor. Nas condi¢cdes experimentais
extremas, observou-se aumento em ambos 0s casos, porém a diferenga pode ter
ocorrido devido a imprecisdao do aparelho de medicdo, e nao diretamente com o

recobrimento realizado.

4.3.2.4 Capacidade maxima de absor¢cdo de FCS

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absorcao de fluido corpéreo
simulado estéo listados na Tabela 4.14.

Os comportamentos de absorcao foram semelhantes para todas as amostras,
gue sofreram pouca alteracao devido a influéncia da mudanca da distancia entre a agulha
e o coletor, conforme demonstrado pela andlise estatistica. Novamente, a capacidade de
absorcao pouco alterada pelo recobrimento indica que esta propriedade do biomaterial foi
definida, majoritariamente, pelo poli(propileno) que constitui a tela.
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Tabela 4.14- Valores obtidos para a capacidade maxima média (C) de absor¢ao das telas
de poli(propileno) recobertas variando a distancia agulha-coletor.

Amostra Distancia (cm) C res (0/9)
1D 5 0,3+0,2°
3C 7,5 0,3+0,1%
2D 10,0 0,28 + 0,05°

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenga significativa
entre os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

4.3.2.5 Perda de massa durante exposicao em FCS

Os valores obtidos para as perdas de massa em FCS sao exibidos na Tabela
4.15.

Tabela 4.15- Valores obtidos para a perda de massa a 37°C, por sete dias, dos conjuntos

produzidos variando a distancia agulha e coletor.

Amostra Distancia (cm) PM Conjunto (%) PM Recobrimento (%)
1D 5 9+1° 28 + 3°

3C 7,5 5+1° 14+£3°

2D 10,0 5+ 1P 16 +42°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

As perdas de massa foram maiores para os conjuntos nos quais houve a
alteracdo da distancia agulha-coletor, no entanto, somente houve diferenca
estatisticamente significativa do controle em relagdo a diminuigdo da distancia,
observando-se menor estabilidade para amostras obtidas pela aproximacéo da agulha e
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do coletor, o que provavelmente resulta de fibras menos secas e mais heterogéneas, com

maior area superficial exposta ao ataque do FCS.

4.3.3 Influéncia da vazao nas fibras geradas pelo processo de
electrospinning

Considerando as respostas no processo proporcionadas pelo efeito da distancia
agulha-coletor nas fibras obtidas, considerou-se o ensaio designado por 2D como o que
resultou em comportamento mais adequado, pois levou a formagao de fibras mais finas e
com diametros distribuidos em uma faixa mais restrita de valores, valores de perda de
massa e de capacidade maxima de absorcdo relativamente baixos, analisando-se a
seguir a influéncia da vazao nas caracteristicas das fibras formadas.

4.3.3.1 Morfologia das fibras formadas no processo

As microscopias eletronicas de varredura das fibras formadas como resultado da
variacao da vazao da solugao de recobrimento sao apresentadas na Figura 4.24.

A diminuicdo da vazao (ensaio 1E) resultou em fibras mais finas e mais
homogéneas que as obtidas no controle designado para o estudo da alteragcdo do
parametro. Houve diminuicao dos defeitos na formagao das fibras em relacdo as vazoes
mais elevadas. No processo de electrospinning, a vazao deve ser ajustada a partir do
momento em que se verifica a presenca do cone de Taylor. Vazbes mais baixas podem
causar vacuo na agulha, fazendo com que o cone de Taylor desapareca e a deposi¢ao
cesse temporariamente. Em contrapartida, vazées mais altas podem, potencialmente,
causar acimulo de solucdo na saida da agulha. A medida que a vazdo aumenta, a
densidade superficial de cargas diminui; dessa forma, a taxa de remogéo das cargas na
solugdo é dependente do tempo de residéncia dos ions em contato com a agulha. A
vazOes mais altas, a solugdo permanece em contato com o aparato metalico durante
menos tempo, fazendo com que o balan¢co de massa resulte em um jato sustentado,

porém instavel.
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Figura 4.24- Morfologia de superficie das fibras obtidas utilizando as vazdes de: a) Ensaio
1E - 0,5 mL/h; b) Ensaio 2D — 1,0 mL/h; e ¢) Amostra 2E — 2,0 mL/h.

Segundo Yacoob et al. (2010), o aumento da vazao acima de um limite critico
tem efeitos similares aos observados para a diminuicdo da distéancia agulha-coletor. A
partir desse limite critico, a taxa de escoamento do jato de solugao excede a taxa na qual
a solugao é removida pela forga eletrostatica na saida da agulha. Como consequéncia, é
formado um jato instavel e sdo formadas gotas e fibras com defeitos, uma vez que a
evaporacao ndo se da de maneira completa.

Apesar dos defeitos verificados na Figura 4.24 (c) serem menos impactantes na
estrutura das fibras que os verificados para a as Figuras 4.20 (a) e 4.22 (a), verifica-se
que o0 aumento da vazao resultou em fibras mais heterogéneas e com formacao de

estruturas diferentes das cilindricas e longitudinais esperadas.
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4.4.3.2 Didmetro médio das fibras obtidas

Os diametros minimo, maximo e médio obtidos experimentalmente variando a

vazao de recobrimento estao listados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16- Diametro das fibras obtidas variando-se a vazao de trabalho.

Vazao Diametro Diametro Diametro
Amostra . o o
(mL/h) minimo (um) maximo (um) médio (um)
1E 0,5 14,9 29,5 20,9 +0,9?
2D 1,0 27,5 42,3 35+ 1°
2E 2,0 23,0 82,4 49 +4°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05).

A alteragdo da vazdo de trabalho apresentou efeito direto nos resultados de
didmetro das fibras formadas, conforme constatado pela andlise estatistica. Estas
apresentaram diametro médio mais elevado (aumento de cerca de 42%) quando o
processo ocorreu a uma vazao mais alta que a estabelecida nos ensaios anteriores; ja a
reducdo da vazao de trabalho resultou em fibras cerca de 28% menores. Esses
resultados foram também observados nos trabalhos de Rutledge et al. (2001) e Zhong et
al. (2002).

Apesar de existir relagdo entre as vazdes mais altas e o aumento do didmetro
das fibras, € necesséario analisar o limite do balango de cargas a ser considerado,
conforme anteriormente mencionado. Além disso, o0 aumento do didmetro, devido ao
aumento do volume de solugdo submetida a agdo do campo elétrico, ocorre devido as
mudancgas no estiramento da solugcdo. Ressalta-se que o volume final injetado foi, como

nos ensaios anteriores, de 1 mL.
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4.3.3.3 Espessura das telas recobertas

Os valores referentes a espessura das telas de poli(propileno) recobertas estao
listados na Tabela 4.17, apresentando as diferentes vazdes utilizadas nos experimentos.

As espessuras do biomaterial produzido foram pouco influenciadas pela
alteragcao da vazao no processo, gerando um recobrimento fino com valores préximos ao
da tela de poli(propileno) isenta de recobrimento. O volume injetado e a concentragao
polimérica foram iguais para todos os ensaios, e ndao houve variagao estatisticamente
significativa para esse parametro nas condigbes utilizadas. Menores espessuras foram
verificadas para o recobrimento com fibras mais homogéneas e mais finas (ensaio 1E),
no entanto, ndo verificou-se maiores espessuras de para a amostra com fibras mais

heterogéneas e mais espessas (amostra 2E) .

Tabela 4.17-Espessura dos materiais recobertos pela alteracdo da vazao de solucao

polimérica.

Amostra Vazao (mL/h) Umidade relativa (%) Espessura (um)

1E 0,5 43 601 £ 42
2D 1,0 40 612 £+ 11°
2E 2,0 44 608 + 2°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os valores
médios (Teste de Tukey, p<0,05).

4.3.3.4 Capacidade maxima de absorgdo de FCS

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absorcao de fluido corpéreo
simulado estdo listados na Tabela 4.18. Os comportamentos verificados para a
capacidade de absor¢do dos conjuntos tela de poli(propileno) e recobrimento foram
semelhantes para as fibras recobertas a diferentes vazdes, e ndo sofreram influéncia do
fluido ao qual foram expostos. Houve uma pequena diferenga entre o controle e os dois
experimentos de alteracdo de vazao, quando da exposicao a fluido corpéreo simulado,
porém essa diferenca nao foi significativa estatisticamente.
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Tabela 4.18- Valores obtidos para a capacidade maxima média (C) de absor¢cado dos

conjuntos variando-se a vazao de injegao.

Amostra Vazao (mL/h) Cres (9/9)
1E 0,5 0,17 £ 0,04%
2D 1,0 0,28 + 0,05°
2E 2,0 0,2+ 0,1¢

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenga

significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

4.4.3.5 Perda de massa durante exposicao a FCS

Os valores obtidos para as perdas de massa em FCS sdo exibidos na Tabela

4.19.

Tabela 4.19- Valores obtidos para a perda de massa das amostradas estocadas em

diferentes fluidos durante sete dias, a 37<C, obtid os pelo uso de diferentes vazdes de

injecao da solugao polimérica

Amostra Distancia (cm) PM Conjunto (%) PM Recobrimento (%)
1E 0,5 6,3+0,7% 18 + 2°
2D 1,0 5+12 16 + 4°
2E 2,0 8,4+0,9% 25+ 3°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de

Tukey, p<0,05).

A amostra na qual foi utilizada vazdo de solucdo mais elevada apresentou

maiores valores de perdas de massa para o fluido em estudo, permitindo sugerir que esta

apresentaria menor estabilidade quando da exposi¢cdo a sangue animal. A diminuigdo da
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vazao também resultou em valores acima dos verificados para o controle utilizado obtido

a partir de ensaios anteriores, porém a diferenca nao foi estatisticamente significativa.

4.3.4 Efeito da adicao de surfatante nas solucées de quitosana e PEG
eletrodepositadas

Com o intuito de analisar a influéncia da presenca do surfatante Pluronic F68 em
solugdo empregado como agente de compatibilizagcao da quitosana e do PEG, utilizou-se,
condi¢cées mais adequadas de recobrimento as estabelecidas no ensaio designado por
1E. Os motivos da escolha para sua utilizagdo desse controle foram, novamente,
baseados na distribuicdo dos maiores e menores diametros em uma faixa mais estreita,
no menor didmetro médio, na homogeneidade e na disposicdo mais alinhada das fibras,
além de menores valores de capacidade de absorcao. A adicdo do Pluronic foi feita para
diminuir a tensdo superficial da solugédo, facilitando a deposicao de fibras via

electrospinning.

4.3.4.1 Morfologia das fibras formadas no processo

As microscopias eletrbnicas de varredura das fibras formadas nos ensaios
envolvendo a adigao de surfatantes sao apresentadas na Figura 4.25.

Através da morfologia de superficie dos recobrimentos realizados a partir de
solugdes com surfatante, observa-se que as fibras tornaram-se mais homogéneas com o
incremento dessa espécie em solugdo. A amostra resultante do ensaio 1E apresenta, em
sua estrutura, pequenas gotas e imperfeicées em seu aspecto geral; a utilizagéo de 0,5%
de surfatante em solucdo resultou em fibras com menor incidéncia de defeitos, no entanto
foram observados didametros distintos das fibras, o que sera discutido quantitativamente
no item 4.3.4.2. O aumento da concentragao de surfatante, referente a amostra 2F, teve
como resultado fibras com menos defeitos e com distribuicdo de diametros mais regular.
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Figura 4.25- Morfologia de superficie das fibras obtidas utilizando as concentragbes de
surfatante de a) 0% - ensaio 1E b) 0,5% - Ensaio 1F e ¢) 1% - Ensaio 2F.

Yao et al. (20038) reportaram que a adigdo de pequenas quantidades de
surfatantes nao-ibnicos reduziu a tensdo necessdria para induzir o processo de
electrospinning, melhorando a reprodutibilidade experimental. Kriegel et al. (2009)
demonstraram que a adigao de surfatantes ndo-iénicos a blendas de quitosana e PEG foi
benéfica nas caracteristicas das fibras formadas. Os surfatantes interferem nas
interacoes polimero-surfatante e, consequentemente, polimero-polimero, e adigdo de
tensoativo foi estudada a fim de se obter estruturas mais finas e isentas de defeitos.

E possivel, também, obter fibras porosas com a adicdo de surfatantes. A
microscopia da amostra 2F, que ilustra este aspecto, é apresentada na Figura 4.26.
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Figura 4.26- Microscopia eletrdnica de varredura da amostra obtida no ensaio 2F com

maior aproximacgao.

Observa-se que a adicao de surfatante a solugdo de quitosana e PEG resultou
em fibras com poros de diferentes tamanhos. Pode-se inferir que tais estruturas sdo
decorrentes de bolhas formadas na solucdo transferida para o coletor ou quando do
movimento acelerado do jato em diregdo ao coletor. No entanto, trata-se de uma
especulacao, e andlises mais especificas poderiam descrever melhor o fenébmeno. Poros
facilitam a liberacdo controlada de agentes ativos eventualmente incorporados na

estrutura (como antiinflamatoérios).

Existem véarios métodos de producéao de fibras poliméricas porosas na literatura.
Pode-se trabalhar com a remocao seletiva de uma das fases da solucao, ou ainda com a
separacao dessas, através da evaporacdo do solvente ou na presenca de vapor,
conforme apontado por McCann et al. (2006). Xia e Li (2004) mostraram que, utilizando
aparatos coaxiais para deposi¢cdo com solventes misciveis e polimeros imisciveis, fibras
altamente porosas podem ser obtidas por dissolucdo seletiva (no caso de fibras
poliméricas) ou por calcinagdo (no caso de fibras obtidas a partir de compésitos).
Bognitzki et al. (2001) relataram que fibras porosas podem ser geradas a partir da
eletrodeposicao de blendas poliméricas, seguido pela dissolugao seletiva das espécies.
Outros grupos constataram que, quando solventes altamente volateis foram utilizados no
processo de electrospinning, fibras porosas ou com superficies diferenciadas puderam
ser obtidas (Megelski et al., 2002). Para materiais inorganicos, fibras porosas foram
obtidas a partir de electrospinning sol-gel com a presencga de surfatantes (Macias et al.,
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2003). Dessa forma, a obtencao de fibras porosas a partir de materiais organicos também

se mostra viavel.

4.3.4.2 Didmetro médio das fibras obtidas

Os diametros minimo, maximo e médio obtidos experimentalmente variando a

concentracao de surfatante no recobrimento estao listados na Tabela 4.20.

A adicdo de surfatante influenciou o didmetro das fibras, porém nao houve
relacao direta do aumento do valor médio com o0 aumento da concentragdo do tensoativo.
Com a presenga de 0,5% do composto, foram obtidas fibras com menos defeitos, porém
a faixa em que se distribuiram os diametros foi maior (de 18,6 a 83,9 um), com diametro
médio com valor cerca de 93% maior que o verificado no ensaio livre de tensoativo. No
entanto, quando se trabalhou com uma concentracdo maior de surfatante, o didmetro
médio foi cerca de 21% maior, e a faixa de valores minimo e maximo também foi
ampliada. Observa-se, no ensaio designado por 2F, que foram obtidas fibras mais finais,

com até 13,6 um de diametro.

Tabela 4.20- Diametro das fibras obtidas variando-se a adi¢ao de surfatante.

Conc. Surfatante  Diametro Diametro Diametro
Amostra . o o

(% m/v) minimo (um)  maximo (um) médio (pm)
1E 0 14,9 29,5 20,9 +0,9?
1F 0,5 18,6 83,9 40 + 4°
2F 1,0 13,6 40,6 25 +2°

Mesma letra na mesma coluna indica que nado ha diferencga significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

No entanto, esperava-se que os didmetros médios das fibras com surfatante
fosse menor que o didmetro verificado para o controle utilizado isento desse componente.

Segundo Jung et al. (2005) e Wang et al. (2008), a adi¢gao de Pluronic F68 em solugbes
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de polivinil &lcool e silica, respectivamente, nao s6 reduziu o diametro médio das fibras
obtidas mas também diminuiu a incidéncia de defeitos e gotas nas fibras formadas,
conforme verificado na Figura 4.28. No entanto, houve aumento do didmetro quando da
adicao de surfatante, que pode ser explicado pela presenga de poros nas estruturas das
fibras obtidas no presente trabalho.

4.3.4.3 Espessura das telas recobertas

Os valores referentes a espessura das telas recobertas estao listados na Tabela
4.21. Observou-se que as espessuras nao sofreram influéncia do recobrimento via
electrospinning, conforme verificado pela analise estatistica realizada. A diferenca de
espessura foi pequena o suficiente para se inferir que pode ter havido influéncia do fundo
de escala do equipamento de medicao.

Tabela 4.21- Espessura dos materiais recobertos considerando a adicao de surfatante.

Amostra  Conc. Surfatante (% m/v) Umidade relativa (%) Espessura (um)
1E 0 43 601 + 42
1F 0,5 43 607 + 42
2F 1,0 41 612 + 6%

Mesma letra na mesma coluna indica que nédo ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).

4.4.4.4 Capacidade maxima de absor¢do de FCS

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absorcao de fluido corpéreo
simulado estéo listados na Tabela 4.22.

A adicao de surfatante nao alterou significativamente a capacidade de absorgcéao
das amostras, conforme constatado pela analise estatistica.
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Tabela 4.22- Valores obtidos para a capacidade maxima média (C) de absor¢ao das telas
de poli(propileno) recobertas alterando a concentracao de surfactante.

Amostra Conc. Surfatante (% m/v) C res (0/9)
1E 0 0,17 £ 0,042
1F 0,5 0,4+0,1°
2F 1,0 0,21 £ 0,04°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os
valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

4.4.4.5- Perda de massa durante exposicdo a FCS

Os valores obtidos para as perdas de massa em FCS sdo exibidos na Tabela
4.23. Através da andlise estatistica, pode-se observar que esta variavel-reposta sofreu
alteracdo com a adicao de 0,5% de surfatante em solugcédo, porém observa-se que o
aumento adicional de surfactante gerou resposta estatisticamente igual a amostra livre
dessa espécie. O aumento da perda de massa com a utilizacdo de maiores
concentracdes de surfatante pode ser explicado pela maior presenga de polimeros

soluveis em fluido corpéreo simulado.

Tabela 4.23- Valores obtidos para a perda de massa a 37°C, por sete dias, dos conjuntos
produzidos em recobrimentos nos quais se estudou a adi¢édo de surfatante.

Conc. Surfatante

Amostra (% miv) PM Conjunto (%) PM Recobrimento (%)
1E 0 6,3 £0,7 19 + 22

1F 0,5 9,0 +0,5° 27 +2°

2F 1,0 8,3+0,6%° 25 + 22P

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferencga significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05).
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4.4- Propriedades adicionais das telas recobertas via electrospinning

A partir dos resultados discutidos no item 4.3, é possivel inferir que a utilizagao
das condi¢des determinadas no ensaio 2F seria satisfatéria para a obtencdo de telas
recobertas com propriedades morfolégicas (fibras mais homogéneas e lisas) que sao
compativeis com a aplicacdo em cirurgias de hérnia, enquanto as condigées designadas
no ensaio 1E resultaram em menores capacidades de absorgéo e perdas de massa em
fluido corpéreo simulado, além de menores didmetros médios das fibras e espessura da
tela recoberta.

Dessa forma, foram estudadas propriedades adicionais do material na condi¢ao
mais propicia para o recobrimento efetivo. As fibras formadas pelo processo de
electrospinning foram tratadas com NaOH para a neutralizagao do acido acético residual
no ensaio 2F para analise de morfologia, e observou-se que as fibras fractais se tornaram
horizontais e agregadas (Figuras 4.27 e 4.28). Nas Figuras 4.27 e 4.28 sdo apresentados
resultados das andlises por microscopias Optica e eletrénica de varredura da amostra 2F
antes e depois da neutralizagao.

Figura 4.27- Microscopia Optica da amostra 2F sem tratamento com NaOH (a) e
microscopia eletrénica de varredura (b)
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Figura 4.28- Imagens da amostra 2F referentes as microscopias Opticas (a e b) e
eletrbnica de varredura (c) da amostra da amostra 2F tratada com NaOH.

Através das Figuras 4.27 e 4.28, é possivel perceber que a neutralizagdo das
amostras permitiu que ocorressem interacoes entre as fibras, formando uma rede mais
compacta sobre o biomaterial somente em uma de suas faces. As ligagdes podem ter se
formado pela alteracao do balanc¢o de cargas no sistema, permitindo que os grupamentos
—OH do PEG interagissem com os grupamentos —NH, da quitosana e que pontes de
hidrogénio auxiliassem na estabilizagdo do sistema. Destaca-se que nos ensaios
anteriores de andlise de morfologia as amostras nao foram neutralizadas para que se
preservassem a sua estrutura original, visto que ha alteragao visivel apds a imersdao em

NaOH, havendo compactacgéo e interacao entre as fibras.

Em linhas gerais, os materiais obtidos a partir da deposi¢ao via electrospinning
apresentaram espessuras e massas de polimeros utilizadas menores que as obtidas para

0 recobrimento por imersdo da tela. Esta dltima abordagem apresentou-se como uma
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alternativa viavel para minimizar os problemas de aderéncia verificados atualmente nas
cirurgias de reparo de hérnia, uma vez que o recobrimento é de realizagdo mais simples
e rapida e que o dispositivo ndo apresentou aumento significativo de espessura,
indicando que a implantagdo do conjunto ndo causaria desconforto ou exacerbaria a
reacao inflamatéria naturalmente causada pela tela. Nota-se que o recobrimento pela
abordagem do electrospinning conduz ao depdsito de um emaranhado de fibras sobre a
tela. Como ndo se avaliou in vivo o conjunto tela/recobrimento resultante de
electrospinning quanto a eficacia na presenca de adesao, nao s sabe se o recobrimento

com fibras emaranhadas sera efetivo.

A deposicao de fibras sobre a tela de poli(propileno) nao alterou a capacidade
de absorcdo de fluido corpéreo simulado da malha polimérica; no entanto, maiores
valores dessa caracteristica foram observados para recobrimentos com maiores massas
de quitosana e de PEG. Ja4 em relagdo a perda de massa, ambos os recobrimentos

apresentaram-se estaveis, com baixas perdas percentuais.

Um ponto em comum entre as duas técnicas foi a associagdo do recobrimento
em apenas uma das faces da tela. Esse fato constitui-se como uma vantagem na
confeccdo do material, principalmente quando ocorre sem perda das caracteristicas
desejaveis do poli(propileno). Este biomaterial quando implantado nos tecidos deve
exercer o chamado “efeito velcro” que promove a integracdo do material aos tecidos
hospedeiros por meio da permeagdo dos monofilamentos da tela pelo tecido fibroso.
Entretanto, os mesmos fatores que concorrem para a formacao adequada deste tecido
também contribuem significativamente para a formacao de feixes fibrosos anormais que
caracterizam as aderéncias peritoniais. Assim, a face recoberta, voltada ao peritonio,
preveniria tais reagbes e a necessidade de segundas cirurgias, que podem ser avaliadas

através de testes in vivo.
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5 CONCLUSOES

A realizagao deste trabalho permitiu que se chegasse as seguintes conclusée:

1) O uso da quitosana associada ou ndo ao PEG na forma de filme pouco
espesso para o recobrimento de telas de poli(propileno) por imersdao mostrou ser uma
alternativa relevante para minimizar os problemas de aderéncia verificados atualmente
nas cirurgias de reparo de hérnia, uma vez que o dispositivo ndo apresentou espessura
elevada, indicando que a implantagcdo do conjunto ndo causaria desconforto ou
exacerbaria a reagao inflamatéria naturalmente causada pela tela. Observou-se que as
telas recobertas por imersdo com quitosana de baixa massa molar e PEG apresentaram
espessuras menores que as recobertas utilizando quitosana de massa molar média,
indicando que a substituicao da segunda pela primeira pode gerar filmes mais finos sobre

a tela de poli(propileno).

3) Resultados dos ensaios de perda de massa e de capacidade de absorgéao
permitiram afirmar que a tela recoberta com quitosana de ambas as massas molares
associada ou ndo ao PEG é estavel, isto €, ndo houve perda de massa apreciavel
durante sete dias, periodo em que normalmente ocorre a formacao das aderéncias

peritoniais.

4) Nas seguintes condi¢cdes de operagao do processo tem-se o recobrimento
dos substratos utilizados por electrospraying ao invés de electrospinning: agulha de 21G,
tensdo de 15 kV, vazao de 1 mL/h, distdncia de 7,5 cm entre agulha e coletor,
concentracdes de 1,6% de quitosana QB e de 2,5% de PEG e umidade relativa abaixo
dos 50%.

5) A substituicdo da quitosana de massa molar média pela quitosana de massa
molar baixa favoreceu a obtengéo de estruturas fibrosas no processo de electrospinning.

6) A utilizacdo de menores concentragbes de PEG resultou em processos
combinados de electrospinning e electrospraying, com a formagao de depdsitos sobre as
fibras e maiores didametros de fibras. A aproximagdo da agulha ao coletor resultou em
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fibras com aspecto irregular, havendo relacdo direta do diametro médio das fibras com a
variacao da distancia. Concluiu-se, a partir do estudo da vazéo, que a sua diminuicao
gerou fibras mais finas e mais homogéneas, havendo diminui¢cdo dos defeitos em relacao
as oriundas de vazdes mais elevadas. Ja a adicao de surfatante a solugéo de quitosana e
PEG resultou em fibras porosas. No entanto, ndo foi observada relagao direta entre a
concentracao de Pluronic F68 em solucao e o diametro das fibras obtidas.

7) A deposicao de fibras sobre a tela de poli(propileno) nao alterou a capacidade
de absorgao de fluido corpéreo simulado da malha polimérica (de 0,17 a 0,36 g de FCS
por grama de conjunto); no entanto, maiores valores dessa caracteristica foram
observados para recobrimentos com maiores massas de quitosana e de PEG no
recobrimento por imersao (0,59 g/g). Ja em relagdo a perda de massa, obteve-se valores
para os conjuntos tela e recobrimento variando entre 4,80 a 9,23%, enquanto por imersao
obteve-se perda de massa de 8,91%. Porém, a andlise da estimativa das perdas de
massa levando em consideragao somente o recobrimento via electrospinning apresentou
valores entre 14,40 e 27,69%, o que permite deduzir que, apesar da pequena massa de
recobrimento, houve relativa estabilidade dos conjuntos formados.

5.1 Sugestoes para trabalhos futuros

Sugere-se, a partir dos resultados e conclusées obtidas no presente trabalho,
estudos enfocando os seguintes aspectos.

1. Otimizacdo do sistema de deposicao por electrospinning com temperaturas e
umidades relativas controladas, para se modular as caracteristicas do material
depositado através também desses parametros ambientais;

2. Estudo do crescimento de células animais in vitro na superficie das telas
recobertas por quitosana e PEG via electrospinning;

3. Avaliacao in vivo detalhada do comportamento das telas recobertas por ambas as
técnicas utilizadas no trabalho, a fim de se observar as diferengas de resposta
bioldgica em fungéo das propriedades estruturais do material;
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. Aprimoramento do sistema operacional de deposicdo de fibras, através do

aumento da automatizacao;

Estudo de outras espécies plastificantes, além do polietileno glicol, que nao
alterem a absorcdo biolégica do recobrimento dos dispositivos destinados a

utilizagdo como barreira fisica;

Utilizagdo de diferentes padrbées de movimento para o alinhamento das fibras
depositadas.

Realizagdo de ensaios in vitro a temperaturas superiores a 37C para analisar o
comportamento do material em estado febril simulado.
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7  ANEXOS

Andlise de GPC da quitosana de massa molar média da Sigma-Aldrich®
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Anélise de GPC da quitosana de massa molar baixa da Cognis®
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