UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

Silvia Vaz Guerra Nista

Desenvolvimento e Caracterizacao de Nanofibras de Acetato

de Celulose para Liberacao Controlada de Farmacos

Campinas

2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

NG

R

UNICAMP

Faculdade de Engenharia Quimica — FEQ
Area de Concentragéo de Ciéncia e Tecnologia de Materiais — ACCTM

Departamento de Tecnologia de Polimeros — DTP

Desenvolvimento e Caracterizacao de Nanofibras de Acetato

de Celulose para Liberacao Controlada de Farmacos

Autor: Silvia Vaz Guerra Nista
Orientador: Prof2. Dr2. Lucia Helena Innocentini Mei

Co-Orientador: Marcos Akira dAvila

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Faculdade de Engenharia Quimica como parte dos

requisitos exigidos para a obtengao do titulo de Mestre em Engenharia Quimica.

Campinas — Sao Paulo
Fevereiro de 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE - UNICAMP

Nista, Silvia Vaz Guerra

N637d Desenvolvimento e caracterizagdo de nanofibras de
acetato de celulose para liberagio controlada de farmacos /
Silvia Vaz Guerra Nista. --Campinas, SP: [s.n.], 2012.

Orientadores: Lucia Helena Innocentini Mei, Marcos Akira
dAvila.

Dissertacdo de Mestrado - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Eletrofiacdo. 2. Acetato de celulose. 3. Liberagdo
controlada. I. Mei, Lucia Helena Innocentini. Il. dAvila,
Marcos Akira. lll. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia Quimica. IV. Titulo.

Titulo em Inglés: Development and characterization of cellulose acetate nanofibers for
controlled release of drugs

Palavras-chave em Inglés: Electrospinning, Cellulose acetate, Controlled release
Area de concentragdo: Ciéncia e Tecnologia de Materiais

Titulacdo: Mestre em Engenharia Quimica

Banca examinadora: Rosario Elida Suman Bretas, Elizabeth Ferreira Martinez
Data da defesa: 14-02-2012

Programa de Pds Graduacdo: Engenharia Quimica



FOLHA DE APROVACAO

Dissertacao de Mestrado defendida por Silvia Vaz Guerra Nista e aprovada em 14
de fevereiro de 2012 pela banca examinadora constituida pelos doutores:

-

Prof. Dr. Lucia Helena Inprocentini Mei

Prof. Dr.Rosario Elida Suman Bretas

e el

S ankone,

Prof. Dr-Elizabeth Ferreira Martinez
///

—




ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
TESE/DISSERTACAO DEFENDIDA POR SILVIA VAZ GUERRA NISTA, E
ORIENTADA PELO PROF.DR?. LUCIA HELENA INNOCENTINI MEI

Prof. Dra?. Lucia Helena Innocentini Mei

CAMPINAS, 2012



Aos meus pais lvandir e Sebastiana, ao meu marido Agnaldo
e ao meu filho Gabriel, pelo apoio, carinho e
atencdo durante a elaboragao

deste meu projeto.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela sua presenca constante em minha vida me protegendo e me
guiando em tudo o que faco. Por me dar forcas e incentivar naqueles momentos
dificeis, mas principalmente por me oferecer tantos momentos alegres.

Este trabalho é fruto da contribuicdo e esforco da minha familia, a qual ofereco
0S mais sinceros agradecimentos, pois sem eles nada seria possivel.

Agradeco ao meu marido Agnaldo pelo incentivo e apoio constante que me
ajudou a concluir esta etapa da minha vida. Ao meu filho Gabriel por me alegrar a cada
dia com seu lindo sorriso sapeca € me ajudar a querer ser uma pessoa melhor.

Aos meus pais, pelo amor, confianga, incentivo e apoio incondicional que sempre
me dedicaram.

A minha orientadora, Profa. Dra. Lucia Helena Innocentini Mei pela oportunidade
de realizar este trabalho, pela confianca, liberdade de atuacéo, orientacao construtiva e
valiosas contribuicdes no andamento do projeto.

Ao Prof. Dr. Marcos Akira D"Avila, pelo suporte e contribuicées no processo de
pré-defesa de minha Tese.

A Maria Trindade Bizzaria e Karen Segala pela amizade e contribuicao durante
todo o projeto com informacgdes valiosas.

A todas as amigas(os) do BIOMAT que direta ou indiretamente contribuiram com
idéias, sugestdes ou simplesmente com sua amizade.

Aos Professores Dra. Leila Peres da Faculdade de Engenharia Quimica da
Unicamp, Dr. Flavio Luiz Schmidt da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Unicamp e a Dra. Denise Freitas Siqueira Petri do Instituto de Quimica da USP, pelo
empréstimo dos equipamentos para analise das solucdes poliméricas.

A Professora Dra. Elizabeth F. Martinez do Instituto e Centro de Pesquisas “Sdo
Leopoldo Mandic”, pelos ensaios de citotoxicidade e analises microbiolbgicas.

Ao apoio financeiro da FAPESP (Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de

Sao Paulo), com a bolsa de Auxilio a pesquisa.



“Quando uma criatura humana desperta para um grande sonho e sobre ele langa
toda a forca de sua alma, todo o universo conspira a seu favor.”

Johann Goethe



RESUMO

Este projeto foi desenvolvido em duas fases, usando a tecnologia de eletrofiacao.
A primeira fase foi dedicada a obtencao de membranas eletrofiadas com acetato de
celulose, as quais formaram nanofibras que foram carregadas com Sulfato de
gentamicina, na segunda fase, para estudos da liberacdo controlada deste farmaco.

Na primeira fase as membranas de nanofibras de Acetato de Celulose,
chamadas de nanomembranas, foram produzidas utilizando-se quatro misturas de
solventes (Acido Acético/Agua (75:25 m/m), Acetona/Agua (85:15 m/m),
Dimetilacetamida (DMAc)/Acetona (1:2 m/m), Dimetilacetamida/Acetona/Agua (32/63/5
m/m)). Usando a ferramenta de planejamento de experimentos (DOE), foram definidos
os melhores parametros para preparacao das membranas nanoestruturadas, em cada
sistema de solvente. Trés variaveis, sendo a distancia entre a agulha e o coletor, a
concentracdo de acetato de celulose na solugdo e a tensédo aplicada, em dois niveis
(alto e baixo), foram estudadas em cada sistema. As respostas avaliadas para obtencéao
da melhor condicado, em cada caso, foram o didametro médio da fibra obtida e aspecto
da membrana formada. Foi realizado também, no sistema de solvente Acido
Acético/Agua (70:30 m/m), um comparativo entre fiagdo horizontal, utilizando-se uma
taxa de alimentacao controlada por uma bomba de infusdo, e um sistema vertical onde
o fluxo era governado pela gravidade e viscosidade da solucdo. Um estudo da
influencia da taxa de alimentacdo no didmetro e aspecto da membrana também foi
realizado. Todas as solucbes foram avaliadas quanto a sua viscosidade, tensao
superficial e condutividade elétrica. Nas solugdes de cada sistema de solvente, que
apresentaram a melhor condicdo de processabilidade e melhor membrana, foi realizada
uma avaliagdo do comportamento reolégico com a construgdo de uma curva de
Viscosidade versus Taxa de cisalhamento. As melhores membranas obtidas para cada
sistema de solvente foram submetidas a um teste de Citotoxicidade para confirmar a
biocompatibilidade e sua independéncia com os residuos dos solventes utilizados.

Na segunda fase utilizaram-se as melhores condi¢des obtidas para cada sistema
de solvente e incorporou-se o farmaco Sulfato de Gentamicina em duas concentragdes



6 e 60% em massa com base no acetato de celulose. Observou-se a influencia da
concentracdo do farmaco no processo de eletrofiacdo, no aspecto da membrana
formada bem como no didametro da nanofibra obtida. A melhor membrana obtida nesta
etapa foi produzida a partir do sistema de solventes DMAc/Acetona/Agua. As condicdes
de processo utilizadas foram 1 ml/h de vazao, 10 cm de distancia entre agulha-coletor e
15 kV de tensdo e concentracdo de acetato de celulose de 15%. Este sistema
apresentou-se como um processo bastante viavel, ndo havendo alteragdo na qualidade
da membrana e no processo com a variagdo da concentragdo do farmaco. A membrana
obtida nestas condicdes, foi adicionado 50% do farmaco e realizado um teste de
liberagdo com o objetivo de verificar o perfil de liberacdo do mesmo. Foi realizado um
comparativo entre o perfil de liberacdo desta membrana com o de outras membranas
preparadas por casting e com recobrimento de HPMC, Eudragit® L100 e nanofibra
eletrofiada de acetato de celulose. O melhor perfil obtido, onde ocorreu uma reduc¢ao no
efeito burst, foi com a membrana revestida com nanofibra, onde foi obtido um ganho de
liberagédo de 9 horas em relagdo as demais. A melhor membrana obtida também foi
submetida a uma analise microbiolégica, onde se verificou que o farmaco nao perdeu
suas propriedades com o processo de eletrofiacao.

Palavras Chaves: eletrofiacdo, nanofibras, sulfato de gentamicina, liberacao controlada



ABSTRACT

This project was developed in two phases, using the technology of
electrospinning. The first phase was devoted to obtaining electrospun membranes with
cellulose acetate, which formed nanofibers that were loaded with Gentamicin sulphate,
in the second phase, for the studies of this drug release.

In the first step, these membranes were composed of electrospun nanofibers
made of cellulose acetate, here called nanomembranes, using four solvents mixtures
(acetic acid/water (75:25 w/w) acetone/water (85:15 w/w),
dimethylacetamide(DMAC)/acetone (1:2 w/w), DMAc/acetone/water (32/63/5 w/w).
Using the tool for design of experiment (DOE), the best parameters for preparation of
nanostructured membranes in each solvent system were fixed. Three variables, such as
the distance between the needle and the collector, the concentration of cellulose acetate
in solution and the applied voltage, in two levels (high and low), were used in each
system. The responses evaluated to obtain the best condition, in each case, were the
average diameter of the fiber obtained and the aspect of the membrane formed. In the
solvent system formed by acetic acid/water (70:30 w/w), a comparison was carried out
between horizontal electrospinning, using an infusion pump to control the feed rate, and
a vertical system, whose flow was governed by both gravity and viscosity of the solution.
A study of the influence of feed rate on the diameter and aspect of the membranes was
done. The viscosity, surface tension and electrical conductivity of all solutions were
evaluated. For each system of solvent used, the best parameters of processing ant the
best membrane aspect obtained were the chosen for the studies of the rheological
behavior of the system by plotting a curve of Viscosity versus Shear rate.

The best membranes obtained, for each mixture of solvent used, were submitted
to a cytotoxicity test to confirm their biocompatibility and if the residues of any solvent
could influence on this test.

In the second step of the project, the best conditions obtained for each solvent
system were used to electrospun the membranes loaded with gentamicin sulfate in two



concentrations, i.e. 6 and 60 wi%, based on cellulose acetate. We observed the
influence of the drug concentration in the electrospinning process, as well as the aspect
of the membrane formed and the diameters of the nanofibers formed. The best
membranes obtained in this step were produced using the solvent system
DMAC/acetone/water. The process conditions used were 1 ml/h flow rate, 10 cm
distance between needle-collector, 15 kV voltage and 15% cellulose acetate
concentration in the solution. This system proved to be a quite feasible process, with no
change in the membrane aspect or in the process, for several drug’s concentration. To
the membrane obtained in these conditions, 50% of the drug was added and the profile
of its delivery was observed. A comparison of the releasing profile was also done among
this membrane and other membranes prepared by casting and by coating with HPMC,
Eudragit ® L100 and electrospun nanofibers of cellulose acetate. The best delivery
profile obtained was the membrane coated with nanofiber of acetate solution in
DMAC/acetone/water since there was a reduction in the burst effect and a gain in the
releasing of 9 hours over the others. The best membrane obtained was also submitted
to a microbiological analysis, in which it was verified that the drug did not lose its
function during the electrospinning process.

Keywords: electrospinning, nanofiber, gentamicin sulphate, drug delivery.
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1. INTRODUCAO

Nanofibras poliméricas podem ser processadas por um grande numero de
métodos, incluindo a separacéao de fase, o estiramento mecanico, a contra moldagem, a
auto moldagem e a eletrofiagdo’. O processo de eletrofiagdo se tornou muito atrativo
devido a sua metodologia de baixo custo, produzindo nanofibras a partir de uma grande
variedade de materiais, de um modo relativamente simples, repetitivo e de facil
construgdo. O desenvolvimento de nanofibras feitas de polimeros naturais?, sozinhos ou
na forma de blendas poliméricas®®, impregnados com nanoparticulas ou
medicamentos®, e precursores ceramicos® , tem sido demonstrado com sucesso.

Quando os didmetros das fibras sao reduzidos de micrdmetros a nanémetros,
algumas caracteristicas excepcionais aparecem. No setor comercial sdo aceitos como
nanofibras, fibras com diametros menores que 500 nm. Elas se enquadram na
categoria de elementos na escala nano de 1 dimensdo, onde se encontram o0s
nanotubos e nanoparticulas’. O diametro e a morfologia da fibra resultante, bem como a
grande area de superficie, poros de pequenos tamanhos e a estrutura em escala
nanométrica, com uma vasta possibilidade de funcionalizacdo, fazem das nanofibras
eletrofiadas candidatas a uma grande gama de aplicagdes de interesse’.

Na area de Biotecnologia e Engenharia Ambiental®, as mantas nanofibrilicas sao
excelentes materiais para preparacao de membranas. Moléculas ligantes, ou células,
podem ser ancoradas, ou hibridizadas nas mesmas, para aplicacdo em purificacao de
proteinas e tratamento de dgua, sintese ou catalise enziméatica.

Na area de Seguranca e Defesa®, militares, bombeiros e médicos necessitam de
um alto grau de protecdo enquanto lidam com agentes quimicos e biolégicos, no
combate a problemas urbanos, na agricultura e na industria. Nanoestruturas podem
melhorar os equipamentos utilizados atualmente na deteccdo de agentes quimicos/
bioldgicos com alta sensibilidade/seletividade; em filtros para toxinas quimicas/

biolégicas e para profilaxia in vivo'°.



Na &area de Geragdo de Energia'’ um grande esforco tem sido realizado para
desenvolvimento de fontes de energia ambientalmente amigaveis para substituir as
atuais. Devido sua alta porosidade e grande area de superficie, mantas de nanofibras
eletrofiadas tém sido consideradas para desenvolvimento de baterias poliméricas,
células fotovoltaicas e membranas de polimeros eletrélitos em células combustiveis'?.

Atualmente, a pratica médica é baseada totalmente no tratamento de doencas'®,
entretanto a medicina do futuro sera baseada na deteccao antecipada e tratamento
preventivo das doengas. Junto com a nanotecnologia, novas modalidades de
tratamentos estdo aparecendo com significativa reducéo dos custos médicos. Com os
recentes desenvolvimentos da eletrofiacdo, polimeros naturais e sintéticos tém sido
produzidos com morfologia e funcionalidade controlada. Um grande potencial de
aplicacao destas nanofibras eletrofiadas tem sido observado na area de saude,
industrias farmacéuticas e cosméticas. Por exemplo, elas podem ser utilizadas como

reparadores e regeneradores de pele e 6rgdos'*"’, vetores de liberagdo de

1821 implantes biocompativeis e biodegradaveis?, diagndstico

23,24

medicamentos e terapias
médico e instrumentacdo®®?*, tecidos protetores contra agentes infecciosos?®’,
cosméticos?!, medicina molecular, suplementos para cuidado do corpo e aplicagdes na
area de odontologia.

As nanofibras exibem inUmeras caracteristicas e propriedades notaveis que as
distinguem de estruturas unidimensionais fabricadas por outras técnicas. Por exemplo,
depois de ejetada da agulha, a nanofibra eletrodepositada esta altamente carregada,
sendo possivel controlar eletrostaticamente sua trajetéria aplicando um campo elétrico
externo.

Comparadas com as nanoestruturas sintetizadas, usando outros métodos fisicos
ou quimicos, as nanofibras eletrodepositadas sdo extremamente longas®. Como a
eletrofiagdo é um processo continuo, as fibras poderiam ser tdo longas quanto varios
quildmetros. Esta escala de comprimento é comparavel aquelas fibras fabricadas por
técnicas convencionais de moldagem e fiagdo. No processo de eletrofiacdo, estas fibras
longas podem ser arranjadas aleatoriamente, em uma matriz tridimensional, como
resultado do ricocheteamento do jato da solucdo. As fibras eletrodepositadas tém
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didmetros reduzidos, e maior razdo area por volume, em relacado as fibras fabricadas
usando processos de deposicdo ou de extrusdo mecanica convencional.?’” A alta
densidade dos poros é resultante do emaranhado das nanofibras.

A fabricacdo de fibras de biopolimeros tem atraido um grande interesse nos
tltimos anos por apresentarem biocompatibilidade® e biodegradabilidade superiores
aos demais polimeros; serem geralmente nao téxicas, renovaveis e de consideravel
baixo custo; e poderem ser funcionalizadas com antioxidantes, antimicrobianos e com
enzimas. Como podem ser degradadas por enzimas, assim podem ser usadas em
aplicac6es temporarias como implantes e tecidos base para liberacdo de drogas, sendo
possivel o controle de sua taxa de degradacao por reticulagdes e outras modificacdes
quimicas. As proteinas que tem sido eletrofiadas incluem colageno?®, gelatina®,
fibrinogénio®' e seda®. Dentre os polissacarideos eletrofiados atualmente estdo a

33,34,35 34,36,37 3439 o alginato®, o

celulose , 0 acetato de celulose , a quitina®, a quitosana
acido hialuronico*' e a dextrana®.

No ambito da saude mundial, as feridas pdés-cirirgicas apresentam grande
preocupacao, pelo fato de serem consideradas alvos faceis para a instalagdo de
infecgdes, principalmente as hospitalares. No Brasil, estima-se que aproximadamente
10% das feridas pos-cirurgicas apresentam infecgdes, cujo tratamento exige, além de
maior tempo de internacado do paciente, o uso de antibiéticos de terceira geracdao que
apresentam um custo elevado.*®

O desenvolvimento de um recobrimento de feridas eficiente tem um papel
fundamental no tratamento das lesées de pele, na prevencao de infeccbes, bem como
na melhoria da qualidade de vida dos pacientes e na reducdo dos gastos,
especialmente do governo, com internagdes hospitalares e tratamentos.

Pesquisas desenvolvidas na area biomédica geraram varias opgées comerciais
de recobrimentos de feridas; tais como, Bioprocess®, Opsite® e Biobrane®, produzidos
a partir de colageno, acido hialurénico e outros biomateriais. Entretanto, tais produtos
apresentam alto custo, o que dificulta a aplicacdo e comercializacdo dos mesmos em
paises emergentes. Neste contexto, a busca por produtos econbémicos e
funcionalmente viaveis ainda é uma realidade nesta area de pesquisa*. A incorporagao
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de farmacos ou de agentes antimicrobianos em uma membrana, capaz de matar ou
inibir o crescimento dos microrganismos mais comumente encontrados nas feridas da
pele, melhoraria ainda mais a eficiéncia destes materiais.

Com base nas informacdes citadas, e dando continuidade a trabalhos
anteriormente  desenvolvidos, propbée-se 0 seguinte OBJETIVO principal:

“Desenvolvimento de mantas de nanofibras de acetato de celulose biocompativeis, por
eletrofiagdo, com a incorporacao de farmacos para o tratamento de feridas, que se
apresentem como uma opc¢ao interessante, com um futuro promissor devido ao baixo
custo em relacao as opcdes existentes atualmente.”

Para atingirmos o objetivo principal o trabalho foi dividido em duas etapas e

teremos como meta os seguintes OBJETIVOS especificos:

Primeira Fase: membranas de acetato de celulose sem incorporacao do farmaco

1. Testar a eletrofiacdo de varias solugcdes poliméricas de Acetato de Celulose em
Acido Acético/Agua, Acetona/Agua, DMAc/Acetona e DMAc/Acetona/Agua.

2. Caracterizar as solugdes poliméricas através da analise de viscosidade, tensao
superficial e condutividade.

3. Construir uma curva de Viscosidade x Taxa de cisalhamento das solugdes
poliméricas, a fim de verificar o tipo de comportamento reoldgico.

4. Eletrofiar as membranas utilizando um DOE (Design of Experiments) com o
objetivo de otimizar as condicbes de processo.

5. Testar Citotoxicidade das melhores membranas para confirmar sua
biocompatibilidade.
Segunda Fase: membranas de CA com incorporacdo do farmaco Sulfato de
Gentamicina

1. Incorporar o farmaco Sulfato de Gentamicina nas melhores membranas, de cada
sistema de solvente, testado na Fase 1.

2. Testar diferentes concentracées do farmaco nas membrana para verificar a faixa
de trabalho possivel.

3. Testar a liberacdo controlada do Sulfato de Gentamicina, na melhor membrana
obtida, com o objetivo de verificar o perfil de liberacdo do farmaco na mesma.



Testar diferentes tipos de revestimento na membrana para verificar a sua
influéncia no perfil de liberacao do farmaco.
Testar as membranas em uma analise microbiolégica como o objetivo de verificar

se o farmaco nao perdeu suas propriedades durante o processo de eletrofiagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Eletrofiacao

Entre os métodos para gerar nanoestruturas na forma de fibras, a eletrofiacao
fornece a abordagem mais simples para formar nanofibras longas, com o interior sélido
ou oco, com didmetro uniforme e composicao diversificada, bastando apenas que se
conhega cada sistema em estudo e seja feita uma varredura das melhores condi¢des
de processamento de cada um. Portanto, dominar o processo e as variaveis do mesmo

€ de importancia fundamental para se conseguir bons resultados.

2.1.1. Processo

O termo eletrofiacdo deriva de fiacdo eletrostatica, e seu uso é relativamente
recente (por volta de 1994); porém, a idéia fundamental foi gerada ha aproximadamente
70 anos atras®. Basicamente, eletrofiacdo é o processo para produzir fibras através de
um jato induzido por uma carga elétrica, de uma solucdo de polimero ou polimero
fundido.

De 1934 a 1944, Formhals** publicou uma série de patentes, descrevendo os
fundamentos experimentais para producdo de filamentos poliméricos usando forca
eletrostatica**. Nos anos 80, Larrondo e Manley** fizeram um trabalho com polimeros
fundidos**. Reneker e Chun*, na década de 1990, retomaram o interesse nesta
tecnologia, mostrando a possibilidade de fiagdo de uma gama de solucées poliméricas*
nos anos 90.

A eletrofiacdo pode ser aplicada a uma gama de polimeros que séao

convencionalmente fiados como polioleofinas®, poliamidas®, poliésteres, aramidas,



acrilicos bem como biopolimeros como proteinas®®*’, DNA*“*°  polipeptideos,
polissacarideos® dentre outros.

Os acessorios basicos de um aparato de eletrofiacao (figura 1) incluem’:

1- Um tubo capilar (uma seringa ou uma pipeta), com uma agulha de
pequeno diametro;

2- Uma fonte de alta voltagem;

3- Um coletor de metal.

O processo baseia-se em um eletrodo conectado numa fonte de alta voltagem,
que se estende até o tubo capilar contendo a solu¢do polimérica; enquanto que, outro
eletrodo é fixado em um coletor de metal (Figura 1 ), normalmente uma placa de cobre
ou de aluminio*®. O tubo capilar e o coletor sdo geralmente mantidos a uma pequena
distancia um do outro e, durante os ensaios, a solucado de polimero é forcada a escoar
pelo émbolo da seringa até a agulha, por gravidade ou por pressdao de uma bomba
dosadora no émbolo. Inicialmente, como resultado da tensdo de superficie, uma gota
da solucgao fica pendente na ponta da agulha, com uma carga liquida diferente de zero
devido a acdo do campo elétrico. Por sua vez, cargas de repulsdo, na superficie do
coletor, causam uma forca diretamente oposta a tensao de superficie. Com o aumento
do campo elétrico a valores criticos, as forcas eletrostaticas superam a tensao
superficial dando origem a um jato cénico do fluido que é ejetado, conhecido como cone
de Taylor. Ao contrario do processo convencional de fiacdo, o jato é estavel somente
préximo da ponta da agulha; depois disso, o jato apresenta instabilidade a caminho do
coletor, com carga elétrica oposta. No tempo entre a saida da seringa e o depdsito no
coletor, o solvente apropriado evapora e fibras secas sdo depositadas?®. A fibra coletada
normalmente se apresenta na forma de uma manta parecida com um né&o tecido.
Alguns métodos permitem o alinhamento das fibras com varios graus de ordem e

direcao, tal como utilizagdo de um coletor dinamico®*2.



Fonte de alta .

Seringa
voltagem

agulha

Coletor

Figura 1: Desenho esquematico do equipamento de eletrofiacéo’

Embora o principio de funcionamento da eletrofiacdo seja simples, o processo é
complexo devido ao grande numero de parametros que influenciam o formato, o
didmetro e as dimensdes da fibra resultante. Dentre estes parametros podemos citar a
viscosidade da solugcdo, a condutividade elétrica, a tensdo superficial, a massa
molecular do polimero e sua distribuicdo, a intensidade do campo elétrico, a natureza

do contra eletrodo e a atmosfera do processamento®.

2.1.2. Fatores que influenciam o processo de eletrofiacao

Alguns parametros podem influenciar a transformacao das solucdes poliméricas
em nanofibras, na eletrofiacdo; sdo eles: (a) propriedades da solugdo, tais como,
viscosidade, condutividade elétrica e tensdo de superficie; (b) condicbes de processo,
como a forca do campo elétrico aplicado, a distancia entre a agulha e o coletor, e a taxa
de vazao da solucao polimérica; (c) parametros ambientais, tais como, temperatura da
solucdo, umidade e velocidade do ar 2”*°.

Considerando que o polimero é apto a formacao de nanofibras, as caracteristicas
ideais que elas devem apresentar sdo: (1) didmetros com valores estaveis e

controlaveis; (2) superficie da fibra livre de defeitos ou com defeitos controlaveis e (3)
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nanofibras continuas.
2.1.2.1. Parametros da solucao

2.1.2.1.1. Viscosidade da solucao e peso molecular

Uma das condicGes necessarias para a eletrofiacdo ocorrer com formacao das
fibras, € que um polimero em solucdo tenha peso molecular adequado, além da
viscosidade da solucdo. Como o jato sai da ponta da agulha durante a eletrofiacao, a
solucdo de polimero é estirada e viaja até o coletor plano. A eletrofiagdo envolve um
estiramento rapido do jato eletrificado e uma rapida evaporagdo do solvente. Deste
modo, as cadeias poliméricas emaranhadas experimentam uma forte forca de
cisalhamento durante o processo de eletrodeposicéo e solidificam rapidamente quando
atingem o coletor, impedindo sua volta as condicées de equilibrio’.

O peso molecular do polimero, que pode ser representado pelo comprimento
médio das cadeias poliméricas, tem um efeito direto na viscosidade da solucao, ja que
esta sera funcao do nivel de emaranhamento das cadeias poliméricas no solvente.

Similarmente ao aumento do peso molecular, um aumento na concentracao ira
resultar em um maior entrelacamento das cadeias poliméricas na solucdo, o que é
necessario para manter a continuidade do jato durante o processo de eletrofiacao.

O jato eletrofiado, por sua vez, pode dividir-se em pequenas goticulas e resultar
em contas ao longo da fibra, como efeito de uma instabilidade hidrodinamica. A baixas
viscosidades € comum encontrar contas depositadas ao longo das fibras, devido a uma
grande quantidade de moléculas de solvente e poucas cadeias entrelacadas, o que faz
com que a tensdo superficial seja o fator dominante do sistema ao longo do jato
eletrofiado gerando instabilidade no mesmo. A viscosidades muito altas a solugédo pode
secar na ponta da agulha, antes da eletrofiacdo ser iniciada'. Assim, um balanco é
necessario para o sucesso da eletrofiacao.

Durante a eletrofiacdo, pode ocorrer a formacdo de um segundo jato a partir do

jato principal, o qual é estavel o suficiente para produzir fibras de pequenos diametros a
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uma dada viscosidade. Quando a viscosidade € alta o suficiente, a formagdo do
segundo jato é pouco provavel, sendo apenas o jato principal que ira contribuir para

uma fibra com maior diametro.

2.1.2.1.2. Tensao Superficial

Na eletrofiacdo, as cargas da solugdo polimérica devem ser altas o suficiente
para vencer a tensado superficial da solucdo. A tensdo de superficie tem o efeito de
diminuir a area da superficie, por unidade de massa de um fluido. Na eletrofiacao,
quando a concentracdo de moléculas livres no solvente é grande, existe uma grande
tendéncia das moléculas do solvente se agregarem e tomarem a forma esférica, como
resultado da tensdo superficial. Neste caso, ocorrera o fenémeno denominado
electrospray onde a solucdo se agregarda em gotas, ou ocorrera a formacado da
nanofibra com a presenca de contas’.

Com o aumento da viscosidade da solucao, ocorrera uma interacao maior entre o
solvente e as moléculas do polimero e, assim, quando a solugdo for estirada pela
influéncia das cargas, as moléculas do solvente que estdo difundidas entre as
moléculas do polimero, ndo conseguirdo se agregar, reduzindo assim a influéncia da
tensdo superficial'. Em outras palavras, teremos uma maior interacdo entre as

moléculas evitando a formacao da instabilidade do jato.
2.1.2.1.3. Condutividade elétrica de solucoes poliméricas

Eletrofiacdo envolve estiramento da fibra causada por repulsdo das cargas na
sua superficie. Assim, se a condutividade elétrica da solugdo polimérica aumenta, mais
cargas podem ser carregadas pelo jato. A condutividade da solugéo polimérica pode ser
aumentada pela adi¢do de ions. Pequenas quantidades de sal ou polieletrélitos podem
ser adicionados a solucédo para aumentar as cargas e, como consequéncia, ocorrera o

estiramento da fibra sem a formagédo de contas e aumentara a probabilidade de fibras
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com menor diametro. Assim, o aumento do estiramento da solugcédo reduz o diametro
das fibras, ja que a presenca de ions aumenta a condutividade da solugdo. Assim a
voltagem critica para ocorrer a eletrofiagdo diminui; entretanto, existe um limite para a
reducdo no diametro das fibras. Outro efeito do aumento das cargas é a grande
instabilidade formada, e como resultado temos um aumento na area de deposicao das
fibras’.

2.1.2.2. Parametros de Processo

2.1.2.2.1. Voltagem

Um elemento crucial na eletrofiacao € a aplicacao de alta voltagem na solucéo. A
alta voltagem ira induzir a carga necessaria na solugéo e, junto com o campo elétrico
externo, ird iniciar o processo de eletrofiacdo quando as forgas eletrostaticas na solucao
superarem a tensao superficial. Geralmente, voltagens (positivas ou negativas) maiores
que 6kV sao suficientes para romper a gota e formar o cone de Taylor.

Se a voltagem aplicada é alta, uma grande quantidade de cargas ir4 causar uma
aceleracao rapida no jato e um maior volume de solucao ira sair da ponta da agulha.
Isto resulta em um cone de Taylor maior e menos estavel'. Assim, o suprimento de alta
voltagem resulta em um campo elétrico que influenciara a morfologia da fibra obtida.

Na maioria dos casos, a alta voltagem ira levar ao maior estiramento da solugéao
devido as grandes forcas de Coulomb no jato. Esses feitos levam a reducdo do
didametro da fibra e também garantem uma evaporacao mais rapida do solvente e a
secagem da mesma. Porém, alta voltagem pode gerar formacéao de contas, devido a um
aumento da instabilidade do jato e o recuo do cone de Taylor para a agulha. Assim, o
efeito da voltagem ndo somente é responsavel pela aparéncia fisica da fibra, mas
também pela sua cristalinidade. O campo elétrico formado pode causar maior ordem
nas moléculas de polimero, durante a eletrofiacdo, induzindo a uma maior

cristalinidade’.
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2.1.2.2.2. Vazao

A vazao ird determinar a quantidade de solugdo disponivel para eletrofiagao.
Para uma dada voltagem, existe uma vazao correspondente para manter um cone de
Taylor estavel. Quando a vazao € aumentada, existe um aumento correspondente no
didmetro da fibra ou pode ocorrer a formacao de contas.

Quando um grande volume de solucdo é alimentado na ponta da agulha, o
solvente depositado na fibra pode nao ter tempo suficiente para evaporar totalmente,
causando fibras fundidas com aspecto de uma teia. Portanto, a baixa vazao é desejada

pois 0 solvente tera maior tempo para evaporar-se’.

2.1.2.2.3. Efeito do coletor

A existéncia de um campo elétrico entre a fonte e o coletor é essencial para
iniciar a eletrofiacdo, sendo este o pardmetro mais importante. O coletor deve ser feito
de um material condutor, como um folha ou placa de aluminio ou cobre, eletricamente
aterrado para que haja uma diferenca de potencial estavel entre a fonte e o coletor (vide
Figura 1). Quando um coletor ndo condutor é utilizado, as cargas rapidamente se
acumulam, resultando em poucas fibras depositadas. Para um coletor condutor, as
cargas das fibras devem ser dissipadas para que 0 mesmo promova uma maior atracao
das mesmas’.

Para um coletor condutivo, quando a velocidade de depésito € alta, e a malha da
fibra € grossa o suficiente, poderda ocorrer um alto acumulo de carga residual nesta
malha, ja que polimeros geralmente ndo sdo condutores. Quando isso acontece, €

comum se observar a olho nu, pequenas depressdes na malha da fibra.

2.1.2.2.4. Temperatura e diametro da agulha
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A temperatura tem o efeito de aumentar a taxa de evaporacao do solvente e
reduzir a viscosidade de uma solugdo polimérica. Com viscosidades mais baixas,
devido ao aumento da temperatura, aumenta-se a mobilidade das moléculas de
polimero, assim as forcas eletrostaticas sao capazes de exercer uma forgca maior sobre
a solucdo, estirando mais a mesma e, consequentemente, resultando em fibras de
menor diametro’

Quanto ao didmetro interno da agulha por onde flui a solucao, este tem efeito no
processo de eletrofiacdo. Diametros internos menores sado procurados para reduzir o
entupimento, devido a menor exposicdo do solvente a atmosfera durante o

processamento, além de reduzir o diametro da fibra '
2.1.2.2.5. Distancia da agulha ao coletor

Variando a distancia entre a agulha e o coletor, teremos uma influéncia direta no
tempo entre a saida da solucdo da ponta da agulha e seu depdésito, e também no
campo elétrico formado. Se o tempo de percurso da solucao for grande, teremos uma
secagem melhor da fibra; porem, se este for curto, a mesma podera ndo secar e se
depositar ainda umida, gerando a fusao das fibras entre si. Diminuindo-se a distancia,
temos também o efeito do aumento do campo elétrico que, como dito anteriormente,

pode aumentar a instabilidade do jato e propiciar a formacéo de contas’.
2.1.2.3. Parametros do ambiente
2.1.2.3.1. Umidade

A umidade do ambiente pode ter influencia na solugdo do polimero durante a
eletrofiacdo, principalmente em polimeros hidrofébicos. A alta umidade aumenta a
facilidade de condensacdo de agua na superficie da fibra, influenciando na sua
morfologia. Esta umidade pode causar poros circulares na superficie da fibra, cujos

tamanhos aumentam com o aumento da umidade, até a formacao de estruturas nao
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uniformes. Isto ocorre porque o vapor de agua condensa na superficie das fibras
durante o jato, devido ao resfriamento das suas superficies causado pela evaporacao
rapida dos solventes volateis. Os poros sao portanto formados, tanto quando a agua ou
o solvente evaporam'. Para polimeros hidrofilicos, alta umidade pode dificultar a
evaporagao do solvente durante o processo de eletrofiacdo, dificultando ainda mais o

processo podendo gerar fibras fundidas.

2.1.2.3.2. Efeito da atmosfera e da pressao

A composicao do ar ambiente também tem efeito na eletrofiagdo, uma vez que
diferentes gases tém diferentes comportamentos no campo eletrostatico. Quando
utilizamos atmosfera de gases com maior tensao de ruptura, como o freon, as fibras
obtidas tém duas vezes o didmetro das obtidas em outras condicdes'. Por sua vez, a
reducao da pressao ao redor do jato de eletrofiacdo ndo melhora o processo, em geral.
Quando a pressado atmosférica é baixa, a solugcao de polimero na seringa tera uma
grande tendéncia de fluir para fora da agulha, causando instabilidade no jato inicial e,

assim, impossibilitando a fiagdo devido a descarga direta das cargas elétricas’.

2.2. Acetato de Celulose

Dentre as varias possibilidades de escolha do polimero a ser estudado, o acetato
de celulose (CA) se mostra bastante interessante por ser um dos ésteres de celulose

mais produzidos atualmente, e sua estrutura pode ser verificada na figura 2. *°
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Figura 2: Unidade monomérica do acetato de celulose

Este foi primeiramente sintetizado por Schutzenberger, em 1865, pelo
aquecimento da celulose com acido acético, sob pressdo. Em 1879, Franchimont®
adicionou acido sulfarico como catalizador para promover a esterificacdo da celulose,
sendo este o processo utilizado até os dias atuais®. Ele apresenta-se como um
polimero amorfo, atéxico e inodoro, com uma grande vantagem em relagcédo a celulose,
por ser apto a solubilizagdo em varios solventes.®” E resistente a acidos fracos, estavel
em 6Oleo mineral, e permeavel ao vapor de agua e de alcool.

As propriedades e aplicacbes do acetato de celulose sdo determinadas pela
viscosidade de suas solugdes, e pelo grau de substituicdo do polimero (DS). Acetatos
de celulose que tenham grau de substituicao (DS) entre 0,5-1 sdo solUveis em agua.
Este fendbmeno € atribuido a ruptura das ligacées de hidrogénio intra e intermoleculares
dentro da estrutura do CA pela introduc¢ao do pequeno numero de grupos acetil. Com o
aumento do grau de substituicdo (DS), o acetato de celulose torna-se insoluvel em
agua, mas mostra boa solubilidade em uma variedade de solventes orgéanicos, tais
como tetraidrofurano (THF), acetona e N, N dimetilacetamida (DMAC).*®

Devido & facilidade de obtencédo de filmes com estrutura porosa®, o acetato de
celulose é mais comumente usado para aplicagcbes como membranas semi-permeaveis
em didlises, ultra filtracdo e osmose reversa. Entretanto, o sucesso desta pesquisa
passa pela escolha adequada do solvente do sistema a ser submetido a eletrofiacao.
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2.3. Nanofibras de Acetato de Celulose

Eletrofiacdo de biopolimeros tem mostrado ser um grande desafio devido a
limitada solubilidade destes na maioria dos solventes organicos, pouca flexibilidade
molecular e facilidade para formar ligagdes de hidrogénio na estrutura tridimensional.

Dentre os polissacarideos, a celulose é o polimero mais abundante e
rapidamente renovavel, além de ser conhecido ao longo da histéria da producédo de
fibras?; porém, seu processamento é restrito devido a sua limitada solubilidade em
solventes comuns, e sua impossibilidade de fusado, devido a suas numerosas ligagdes
de hidrogénio intra e intermolecular.

Nanofibras de celulose ja foram obtidas diretamente pela eletrofiacdo da mesma
em solucédo de 6xido de N-metilmorfolina (NMMO). Porém, o processo realizado a altas
temperaturas (80-130°C) gerou nanofibras pouco uniformes, que foram lavadas
cuidadosamente com agua para remover o solvente residual®®-32,

Como uma alternativa direta a eletrofiacdo da solucéo de celulose, a eletrofiacdo
e, subsequente, desacetilagdo do acetato de celulose tem sido estudada, usando-se

varios sistemas de solventes. Liu e Hsieh®

estudaram a relacédo entre as propriedades
da solucéo de acetato de celulose e a estrutura da nanofibra formada usando acetona,
acido acético e N,N-dimetilacetamida (DMAc), bem como suas misturas. Num outro
trabalho desenvolvido por Liu et al.®' foram preparadas primeiramente nanofibras de
acetato de celulose, que foram posteriormente tratadas com solucdo alcalina para
remocao dos grupos acetil, rendendo celulose regenerada. O mesmo processo foi

utilizado por Ma et al.®

adicionando um processo de tratamento térmico e
funcionalizando as fiboras com Cibracon Blue F3GA, onde foram estudadas suas
propriedades de filtracdo como membrana de afinidade. Outro estudo foi realizado,
usando como solventes cloreto de litio (LiCl):DMAc com coagulacdo em banho de agua,

| 84 eletrofiaram celulose em um sistema

e deposito em coletores aquecidos®®. Xu et a
de solventes ndo volateis (cloreto de 1-alil metilimidazolina) utilizando um coletor

rotativo.
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Adicionalmente, a celulose pode ser funcionalizada com reagbes envolvendo
grupamentos hidroxil (-OH), gerando seus derivados: acetato de celulose, hidroxil-
propil, e outros que também podem ser fiados®*.

Jaeger et al®

eletrofiaram acetato de celulose em solucdo de acetona,
resultando em fibras com morfologia de contas, provavelmente resultado da
gelatinizagdo do polimero, baixa viscosidade da solugdo ou devido ao baixo ponto de
ebulicdo da acetona. Baseada na inconsisténcia da morfologia das fibras encontradas

por Jaeger, Liu e Hsieh®®

investigaram o uso de acetona, acido acético e DMAc como
solventes, seguindo os parametros de solubilidade de Hildebrand. As fibras mais
consistentes foram obtidas em diametros na ordem de 100 nm a 1um, com mistura de
acetona/DMAc como solvente. Num outro trabalho Son et al.®’ testaram acetona/agua
como solventes, através do controle de pH, e tiveram bons resultados na eletrofiagao.
Ma et al.®® também eletrofiaram acetato de celulose em solugdo de
acetona/DMF/trifluoroetanol(TFE), o que resultou em fibras com o diametro de 200 nm a
Tum.

Outros, como Chen et al.*®, num trabalho interessante, eletrofiaram um
compoésito de polietileno glicol/acetato de celulose (PEG/CA), obtendo fibras termo
reguladoras. Wang et al.?® eletrofiaram acetato de celulose regenerada, utilizando
acetona como solvente. Eles avaliaram os efeitos dos parametros de processamento
com concentracao, distancia coletor-fieira e tensao aplicada, avaliando a morfologia e
estrutura da fibra e comparando-as com acetato de celulose original. Shuiping et al.*®,
produziram nanofibras de um complexo de acetato de celulose - 1',3',3'-trimetil-6-
nitrospiro (2H-1-benzopirano-2, 2'-indoline) (NO2SP) pelo método de eletrofiacdo e
suas propriedades fotocromaticas foram investigadas. Foi observada propriedade
fotossensivel reversivel das nanofibras, com grande potencial para as aplicagdes em

dispositivos 6pticos e/ou biossensores. Greish et al.®®

, produziram nanofibras de acetato
de celulose e avaliaram os efeitos de tratamentos termicos e quimicos na estabilidade

estrutural.
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2.4. Liberacao controlada de Farmacos

A tecnologia de liberagcao controlada de farmacos apresenta-se como um desafio
interdisciplinar para farmacéuticos, engenheiros quimicos, engenheiros de biomateriais
e para a comunidade médica.”’ Desenvolvimento de polimeros para liberacdo
controlada de farmacos vem tendo um forte crescimento desde a década de 60. Desde
entdo, um extensivo progresso tem sido realizado na sintese e fabricacdo destes
sofisticados sistemas poliméricos.”’

Sistemas poliméricos para liberagdo controlada de farmacos tém inumeras
vantagens, comparadas as formas normais de dosagem®. Nestes sistemas, os niveis
de farmacos no plasma sao continuamente mantidos em uma faixa terapéutica
desejavel, sendo que os efeitos colaterais nocivos observados na administracdo
convencional podem ser reduzidos, ou eliminados, pela administracdo local. Farmacos
com um tempo de vida curto in vivo, podem ser protegidos da degradacéo, e a
administragcdo continua de pequenas quantidades de farmacos, pela liberacao
controlada, pode eliminar o desconforto da administragao parenteral de varias doses do
agente bioativo no paciente. Entretanto, existem muitos problemas a serem resolvidos
na area de desenvolvimento e pesquisa, como por exemplo, a baixa eficiéncia do
sistema de liberagdo controlada de farmacos e o efeito de disparo inicial de grande
quantidade da droga no organismo (burst release)'®.

Varios polimeros ja foram testados em sistemas de liberacdo controlada, alguns
por suas propriedades fisicas, e outros por suas propriedades quimicas.”’

Os mecanismos que controlam a liberacdo de drogas em sistemas poliméricos
podem ser classificados em’":

- Sistema de Difusdao Controlada em suporte polimérico ndo degradavel: O
farmaco € dissolvido ou disperso homogeneamente na matriz polimérica hidrofébica e é
liberado por migracao nos poros formados na matriz polimérica, a medida que 0 mesmo

intumesce.
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- Sistema de Dissolucdo Controlada em suporte polimérico degradavel:
Normalmente o farmaco em pé € comprimido juntamente com um polimero soluvel em
agua. O farmaco é liberado a medida que o polimero intumesce e dissolve no meio.

- Sistema de Liberacao por Osmose: O sistema baseia-se em um reservatoério do
farmaco rodeado por uma membrana polimérica semipermeavel. A liberacdo ocorre
pela criacdo de um gradiente de pressdo osmotica pela molécula do farmaco,
provocando a difusao gradual de agua em direcao os reservatério e forcando o farmaco
a sair por um orificio do sistema.

- Sistema por Troca l6nica: Sdo normalmente utilizados em farmacos iénicos ou
ionizaveis. Polieletrdlitos sédo reticulados para formar resinas de troca idnica insoluveis
em agua. O farmaco é ligado ao grupo iénico pela formacao de sal durante a absorcao
e depois a liberacdo ocorre pela substituicdo destes pelos ions carregados presentes
no meio.

- Sistema Pré-Farmaco: neste sistema os grupos funcionais do polimero séo
ligados covalentemente as moléculas do farmaco e gradualmente elas sdo liberadas
por ruptura hidrolitica ou enzimatica.

2.5. Nanofibras para Liberacao Controlada de Farmacos

A administracdo de farmacos aos pacientes de maneira mais fisiologicamente
aceitavel tem sido sempre uma preocupacao da area médica. A liberacdo do farmaco
com nanofibras de polimero € baseado no principio que a taxa de dissolucao da
particula do farmaco aumenta com o aumento da area superficial tanto do farmaco
quanto da matriz.>® O uso de fibras eletrofiadas, como agentes carreadores para
farmacos, promete um futuro amplo em aplicacées biomédicas. Comparado com outras
formas farmacéuticas, existem varias vantagens em usar nanofibras eletrofiadas.
Farmacos pode ser convenientemente incorporados aos polimeros antes ou durante a

eletrofiagdo; enquanto que o perfil de liberacdo da droga pode ser projetado por uma
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modulacdo da morfologia, da porosidade e da composicdo da membrana de
nanofibras.”

Supaphol et al.?! eletrofiaram uma solucdo de 16% de acetato de celulose,
utilizando como sistema de solventes acetona/DMAc com as vitaminas A ou E
incorporadas, para aplicagdo cosmética. Em outro evento, Supaphol et al.'”® também
eletrofiaram acetato de celulose e funcionalizaram o material para liberacao tépica de
medicamentos. Foram incorporados a solucao de acetato de celulose, 4 medicamentos
antiinflamatérios nao esterdides, em fibras com didmetro da ordem de 200 nm, as quais
foram comparadas com filmes contendo vitaminas e drogas.

Kenawy et al.’ estudaram a liberagdo de 5% de hidrocloreto de tetraciclina em
PLA, PVA e suas blendas. As taxas iniciais de liberagao de todas as formulacdes foram
altas (efeito burst) durante as primeiras 10-12h. Por sua vez, Zong et al.”® eletrofiaram
PDLLA contendo Mefoxin, mas observaram o efeito burst apds 3h e completa liberagcéao
em 48h. Em ambos os casos foi observada a deposicao dos farmacos na superficie da
fibra. Em outro trabalho, Zeng et al.'® eletrofiaram PLLA adicionando varios surfactantes
e Rifampin (farmaco utilizado para tuberculose, derivado da Rifamicina B). Foi
observado que o farmaco foi encapsulado no interior da fibra, e a liberagdo do mesmo
ocorreu continuamente, durante o processo de degradacdo da fibra, ndo sendo
observado efeito burst.

Cao et al.”* eletrofiaram um composto reticulado de poli (estireno-co-anidrido
maleico de so6dio) e hidrogel de celulose (SMA-Na/celulose), com o objetivo de
obtencdo de um novo sistema de liberagdo de farmaco com rapida resposta ao
estimulo. Novamente, Supaphol et al”® eletrofiaram acetato de celulose, incorporando
asiaticoside ou extrato de Centella Asiatica em uma solugdo de
agua/acetona/dimetilacetamida, para aplicagdes como filmes tépicos/transdérmicos ou
patches para recobrimento da pele com presenca de asiaticoside. Outros, como
Ignatova et al’®, eletrofiaram materiais hibridos de quitosana e poliacido lactico (PLA)
reticulado para aplicacbes em recobrimento da pele, 0os quais apresentaram uma
eficiente inibicdo do crescimento de bactérias gram positivas e gram negativas. Outro

trabalho muito interessante foi feito por Rodrigues Filho et al’”’, que desenvolveram
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membranas de triacetato de celulose produzidas a partir de bagaco de cana como
matriz, para liberagao controlada de Doxiciclina para uso entérico e tépico.

.3 adicionaram AgNO3; em uma solucgdo de

Num trabalho interessante, Son et a
10% acetato de celulose, preparada em acetona/agua. Apds eletrofiagdo, as
membranas foram irradiadas com luz UV a 245nm, e foi observado que as particulas de
Ag ficaram predominantemente na superficie da fibra de acetato de celulose. As mantas
obtidas dessas nanofibras foram testadas contra S.aureus, E.coli, K. pneumoniae e P.
aeruginosa, e todas provocaram reducdo de bactérias em torno de 99% apos
incubagéo.

Katti et al.”® eletrofiaram poli acido latico-co-acido glicélico (PLAGA) incorporando
o antibidtico cefazolina para tratamento de feridas. Os parametros de processo que
influenciavam a morfologia das fibras foram avaliados, porém nao foi realizado um
estudo sobre a liberacdo do farmaco.

Um trabalho com fibras co-axiais eletrofiadas foi desenvolvido por Huang et al.”
A policaprolactona foi usada como a camada externa, e dois farmacos, Resveratrol e
Sulfato de Gentamicina, foram usados como as camadas internas. A morfologia,
microestrutura e desempenho mecéanico das fibras foram caracterizados. As taxas de
degradacdo das membranas e o comportamento de liberagdo das drogas foram

determinados.
2.6. Planejamento Fatorial

Como ja discutido, embora o fundamento da eletrofiacdo seja simples, o
processo € complexo pelo grande niumero de parametros que influenciam o formato, o
didmetro e as dimensdes das fibras resultantes. Por isso, recorre-se a uma ferramenta
util na avaliacao destes multiplos fatores, ou seja, a andlise estatistica. Os trabalhos
que incluem o Planejamento de Experimento ou “Design of Experiments” (DOE) para a
eletrofiagdo sdo ainda raramente encontrados. O planejamento e otimizacdo de
experimentos, usando-se planejamento fatorial, apresenta-se atualmente como uma
ferramenta de importancia inigualdvel em projetos de pesquisa académica, bem como
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em aplicacdes industriais. Através dessa técnica é possivel planejar o experimento, de
forma a obter-se exatamente o tipo de informagdo desejada, num tempo e custo
menores’®. Pelo planejamento fatorial pode-se determinar a influéncia de um ou mais
parametros sobre uma outra variavel de interesse, tornando possivel observar efeitos
de interagdo que ndo seriam possiveis de otimizar com estudos univariados. Deste
modo, o efeito de parametros de fiacdo, tais como a concentracdo da solucao, tensao,
distancia e velocidade de rotacao, no diametro das fibras podem ser determinados com
o auxilio de um DOE.

2.7. Viscosidade de Solucoes

Define-se como fluido uma substancia que se deforma continuamente, quando
submetida a um esforco constante, independente de qudo pequeno seja este esforgo.®

O tipo mais comum de deformacao nos fluidos é causado por cisalhamento
simples, que gera um escoamento caracterizado pelo movimento relativo das moléculas
devido & acdo de uma forca externa.®’

De todas as propriedades dos fluidos, a viscosidade requer uma maior atencao
no estudo do fluxo de um determinado fluido. Ela foi introduzida por Isaac Newton em
1687, o qual focou a atencdo em liquidos, apresentando a hip6tese associada com
escoamento simples de fluidos entre duas placas paralelas. A viscosidade pode ser
considerada a principal propriedade reolégica de um fluido, e pode ser definida como
sendo a resisténcia ao movimento de fluir de um material, (ou sinébnimo de atrito
interno). Assim, a viscosidade mede a resisténcia ao escoamento entre as camadas de
moléculas de um fluido.®

Em solugbes poliméricas, a viscosidade de uma solugdo é relacionada ao
emaranhamento das moléculas de polimero nesta solucdo. Em um estado sem tensdes,
normalmente em solugdes, as cadeias poliméricas estardo em uma conformacgao
aleat6ria em um bom solvente ou enovelada quando se trata de um nao solvente. Este
estado é determinado pela entropia do sistema, sendo que esta aumenta quando ha um
aumento na desordem. A medida que um polimero é deformado, devido a aplicagéo de
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uma tensado, as cadeias tendem a ser alinhar, e o sistema se torna ordenado. Uma vez
retirada a tens&o, as cadeias de polimero tendem a retornar ao seu estado de equilibrio
termodinamico, que é a conformagcao emaranhada. A quantidade de emaranhamentos e
a interacdo do polimero com o solvente, dentre outros fatores, ira determinar a
viscosidade da solugcdo polimérica, ja que estes influenciam diretamente a mobilidade
das macromoléculas quando aplicada uma for¢ca. O grau de enovelamento das cadeias
€ um fator importante para o processo de eletrofiagdo, pois durante o trajeto entre a
agulha e o coletor, a forca do campo elétrico ird estirar as cadeias dos polimeros ainda
enoveladas, dando origem as fibras®'.

Nesta altura, os conceitos de tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento
tornam-se importantes, para que se possa entender melhor o conceito fisico e
matematico da viscosidade. Consideremos, entdo, um fluido entre duas placas, uma
fixa e outra mével. A medida que a placa mével é deslocada, gera-se um gradiente de
velocidade do fluido que vai desde zero na interface com a placa fixa até o valor
maximo na interface da placa mével. Quanto maior a forca imposta na placa moével,
maior sera o gradiente de velocidade do fluido. &

A figura 3 apresenta as forcas atuantes no fluido, ap6s a forca de cisalhamento
aplicada a placa mével.

\ 4

B

1
I~

W
Figura 3: Fluido viscoso entre placas, cisalhado por uma for¢a aplicada na placa, onde
B=distancia entre placas, W=comprimento das placas e V,=velocidade da placa superior.
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Tensado de cisalhamento ( T ) - é a for¢a por unidade de area cisalhante, necessaria

2
para manter o escoamento do fluido e € expressa segundo a equacao 1, em N/m ou

2
dina/cm ,
=F/A (eq.1)

onde F é a Forca necessaria para provocar um deslocamento na placa (para o fluido
escoar) e A é a area exposta ao cisalhamento.

-
f
i

Taxa de cisalhamento (/) - € o deslocamento relativo das particulas ou moléculas do

fluido. A taxa de cisalhamento também pode ser denominada de grau de deformacéao

ou gradiente de velocidade e pode ser descrita, matematicamente, pela equacéo 2. A

1 1
dimensao da taxa de cisalhamento €t e sua unidade mais comumés ,

Y=0v/dy=aylot (€q. 2)

onde:

v — velocidade
y— deformagéo

t — tempo.

Os fluidos sao classificados conforme seu comportamento reoldgico, conforme a figura
4.

2.7.1. Fluidos Newtonianos

As propriedades reoldgicas de fluidos newtonianos sdo independentes da taxa
de cisalhamento e do histérico anterior de cisalhamento, e dependentes somente da

composicao e temperatura. Para um fluido newtoniano ideal, a tensdo de cisalhamento
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€ uma funcéao linear da taxa de cisalhamento, e a constante de proporcionalidade para

esta relagdo p é chamada de viscosidade newtoniana.

Newtonianos

84-86

Fluidos

Viscoelaticos

Nao
Newtonianes

Dependentes
do Tempo

Independentes
do tempo

Reopéticos

B

Tixotrépicos

—4

Dilatantes

o

Pseudoplaticos

Plasticos de
Bingham

Herschel-

Bulkley

Figura 4: Classificacdo dos fluidos segundo comportamento reoldgico (fluxo).®

onde:

A equacao matematica que descreve a viscosidade é dada pela equacao 3:

u=r/¢

(eq.3)
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T = tensdo de cisalhamento (N.m* = Pa)

" = taxa de cisalhamento (s™)
U = viscosidade newtoniana (Pa.s)

Todos os fluidos que obedecem a Equacdo 4 sao denominados fluidos
newtonianos, sendo entao a viscosidade uma caracteristica intrinseca que depende da
temperatura e da pressédo. A figura 5a mostra a linha de inclinacdo constante passando
pela origem no grafico Y versus T. A figura 5b indica com uma linha horizontal a

viscosidade constante com a taxa de cisalhamento..

o
=
£
L1 )
£ 2
1] L=
w 7 ; 8 @ $—9
[¥] L]
B @
o -
1]
7]
@
*  taxa de cisalhamento taxa de cisalhamento
(A) (B)

Figura 5: Representacédo grafica do fluido Newtoniano (A) curva de tenséo de cisalhamento x
taxa de cisalhamento e (B) curva de viscosidade versus taxa de cisalhamento®.

2.7.2. Fluidos Nao-Newtonianos

Nas solu¢des conhecidas como ndo-newtonianas, a viscosidade é variavel com a

taxa de cisalhamento ou com a tensao de cisalhamento. Conforme ilustra a figura 6 os

fluidos nao-newtonianos ndo apresentam uma relagdo T x 7 linear. Neste caso, a
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viscosidade da solucao polimérica deixa de ser uma caracteristica intrinseca do fluido e
passa a depender da taxa de cisalhamento e de outros fatores tais como:
caracteristicas fisicas das particulas na suspensao (distribuicdo granulométrica,
densidade, forma) e tipo de interacdo entre as particulas na suspensao (repulsao,

atracdo).®+%®

Dilatante

Newtoniano

log n

Pseudoplastico

log ¥

Figura 6: Curvas de fluxo de diferentes fluidos®.

Os fluidos nao-newtonianos podem ser dependentes ou independentes do
tempo. Para os fluidos ndo-newtonianos independentes do tempo, a temperatura e
composigcao constantes, a viscosidade aparente depende da taxa ou da tensdo de
cisalhamento. Para tais fluidos, o termo viscosidade pode ser substituido por nap, que é
a viscosidade aparente e é funcéo do gradiente de velocidade, (equacao 4), onde:

Nap = T /;:rr (eq- 4)

Nap = Viscosidade aparente (Pa.s)
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T = Tensao de cisalhamento (N.m? = Pa)

¥ = Taxa de cisalhamento (s

2.8. Condutividade da solucao

A condutividade iénica é definida como a habilidade de uma substancia de
conduzir corrente elétrica, como resultado da soma das contribuicbes de todos os ions
presentes, da concentracao destes e da facilidade com que se movimentam na
solucéo.

Segundo a teoria da dissociacdo eletrolitica de Arrhenius, quando uma
substancia se dissolve em agua, ela vai se dividindo em particulas cada vez menores.
Se essa divisdo chega até as moléculas, a solu¢cado ndo conduzira corrente elétrica; se,
por outro lado, essa divisdo for além das moléculas e estas se dividirem em particulas
ainda menores, os fons, entdo a solu¢do conduzira corrente elétrica®.

Segundo a Lei de diluicdo de Ostwald, Equacédo 6, quanto mais diluido for um

eletrélito, maior sera seu grau de ionizagao e, portanto a condutividade da solugéo. &

K;=[C"L.[A] = Ma?/ (1-0) (eq. 6)
[CA]

onde:

Ki= constante de ionizacao

[C] = concentragdo dos cations

[A] = concentragéo dos &nions

[CA] = concentragdo do composto ndo ionizado ou nao dissociado
M = concentragdo molar em mol/L

a = grau de ionizacao

Se a < 5%, admite-se que K= Ma? , pois o resultado de (1 — a) é aproximadamente
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igual a 1.

Para solugdes poliméricas, a condugdo da corrente elétrica depende dos
fendbmenos que podem ocorrer através do movimento de diferentes tipos de cargas
elétricas livres no material, ou dos ions presentes nos solventes. Na maioria dos
materiais poliméricos isolantes é muito dificil observar a condugdo de cargas pela
auséncia de ions livres no material.

A condutividade elétrica dos solventes organicos é muito baixa, porque eles
contem muito poucos ions que geralmente sdo os responsaveis pela condutividade
ibnica da solucdo. A presenca de acidos, bases, sais e/ou diéxido de carbono
dissolvidos pode aumentar a condutividade do solvente. Para solventes acidos
organicos, a adicdo de uma pequena quantidade de agua pode aumentar muito a
condutividade dos mesmos, devido a ionizagao das suas moléculas.

2.9. Tensao Superficial

Superficies liquidas tem a tendéncia a se contrairem e assumir uma area menor
possivel. Esse efeito ja é de muito conhecido e se deve & tensio superficial. &

Uma molécula no interior de um liquido é rodeada por moléculas vizinhas e é
atraida igualmente por todos os lados por dispersdo de London, orientacdo Keesom,
inducdo de Debye e forcas acido base de Lewis. Assim a resultante de forcas sera
praticamente nula. No entanto, uma molécula na superficie de uma solucdo é atraida
apenas parcialmente, somente pelas moléculas laterais e inferiores a superficie
provocando uma resultante de forcas diferente de zero. Quanto mais forte for essa

189 normalmente definida

resultante de forcas atrativas, maior serd a tensado superficia
como uma forga por unidade de comprimento e expressa em dinas/cm ou mN/cm.

O pré requisito geral para que haja uma interface entre duas fases (liquido-
liquido, liquido-gas, liquido-sélido, sélido-gas) € que a energia livre para a formacao da

interface seja positiva, ao contrario teremos misturas misciveis.
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Podemos definir a tensdo superficial imaginando um dispositivo simples que
consiste de uma alca de arame com um lado mével e supondo que este se comporta
como um aparelho ideal sem atrito. Mergulhando a algca de arame em um liquido ocorre
a formacao de uma pelicula do liquido. A tensao superficial faz com que o fio movel
deslize na direcdao a diminuir a area do filme, se ndo for aplicado uma forca de
oposicao. Esta forca, F, opera ao longo da borda inteira do filme e varia linearmente
com o comprimento | do fio mével, tendo um valor caracteristico para cada liquido. Se o
representa uma propriedade intrinseca da superficie do liquido, o aparelho mede a

tensao superficial como:

o =F/2| (eq. 7)

porque o filme tem dois lados.
Podemos escrever o trabalho (w) associado com a expansao da area interfacial

como:
dw=F dx =02l dx =0 dA (eq. 8)

onde:

o = tensao superficial
F=forca

| = comprimento do fio movel
x= deslocamento do fio mével

A = area

Em temperatura e pressao constantes o trabalho para aumentar a area contribui
para o diferencial de energia livre de Gibbs. Agora é possivel relacionar a equacao 8 a

quantidades termodinamica e escrever:
dG =0dA (eq. 9)

sendo:
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G = energia livre de Gibbs

Podemos reescrever esta expressao relacionando a tensado superficial com o

aumento da energia livre de Gibbs por unidade de incremento na area como: %°

o= (G/A)rp (eqg. 10)
onde:
T=temperatura

P=presséao
2.10. Citotoxicidade

Desde 1930, uma grande variedade de resinas foram introduzidas em
tratamentos médicos e odontolégicos. Para garantir a seguranca desses materiais,
testes de citotoxicidade tém sido desenvolvidos para avaliar a biocompatibilidade do
material. A biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um material de
exercer suas fungdes especificas quando aplicado em tecidos vivos de determinado
hospedeiro, sem, contudo, causar danos ou prejuizo ao mesmo.”’

O uso de animais de laboratério em testes in vivo apresenta um controle cada
vez mais rigoroso, assim ha a necessidade de se desenvolver e padronizar testes in
vitro que possam detectar a toxicidade de materiais, sem causar reacées adversas e
nem lesar o organismo do paciente.*?

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo ISO (International
Standard Organization), o ensaio de citotoxicidade in vitro pela norma ISO 10993, é o
primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em
dispositivos biomédicos. Somente quando é comprovada a sua nao toxicidade, o estudo
da biocompatibilidade do produto pode ter continuidade, realizando-se 0s ensaios
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necessarios em animais de laboratério. Varios métodos in vitro, para avaliar a
toxicidade de biomateriais, foram padronizados utilizando-se culturas celulares.®?

Existe uma variedade de diferentes modelos in vitro para teste de Citotoxicidade
de biomateriais. Estas incluem: testes de “contato direto”, onde os contatos do
biomaterial com o sistema de célula é direto, sem barreiras; testes de “contato Indireto",
onde ha uma barreira entre o biomaterial e o sistema de célula, ou seja, uma camada
de agar ou um filtro Millipore; e, finalmente, testes com “extratos” onde eluentes de
biomateriais sdo expostos & células.®

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo, pois podem
limitar o numero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente
além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto.*

Estudos com estes métodos demonstraram que os testes com culturas celulares
podem ser utilizados com sucesso, pois sado reprodutiveis, rapidos, sensiveis e

financeiramente acessiveis para a execugdo do estudo de biocompatibilidade in vitro.%
2.11. O Farmaco Sulfato de Gentamicina

Dentre os agentes antimicrobianos disponiveis, a gentamicina (Figura 7) é um
antibiético pertencente a familia dos aminoglicosideos, produzida por cepas de
Micromonospora purpurea, isolada em 1963 e utilizada desde entdo no tratamento de
diversas infec¢oes, devido ao seu baixo custo e ampla faixa de atividade antibacteriana,
através do mecanismo de inibicdo da sintese protéica.

H2N (I:l)
HO-S~OH
HN O NH, I

/0o
2 CH

7 HO 0‘33”’0;'

% HS

HN HyC
CH;

Figura 7: Estrutura quimica do sulfato de Gentamicina.
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O sulfato de gentamicina é altamente solluvel em agua, moderadamente soluvel
em etanol, metanol, acetona e praticamente insolivel em benzeno e hidrocarbonetos
halogenados. E indicado para septicemia, infecgdes cutaneas, dentre outras, causadas
por Pseudomonas aeruginosa, Proteus, Escherichia coli, Salmonela, Serratia,
Staphylococus aureus e Klebsiella enterobacter. As concentragdes minimas de
gentamicina para a inibicdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa variam de
0,06 a 8 ug/ml e para Staphylococcus aureus de 0,12 a 1,0 pg/ml.

Muitos estudos tém sido realizados avaliando-se novas formas de aplicacao do
Sulfato de Gentamicina. Gornukhina et al**, desenvolveram um novo material hospitalar
modificando quimicamente a superficie do polipropileno com Gentamicina, obtendo um
material com alto grau de atividade antibacteriana e agcao antimicrobiana.

Cobertura de Alginato de calcio e gelatina, desenvolvidas por Xiao et al®®, foram
usadas em implantes de TigAl4sV como sistema de liberagdo controlada de gentamicina,
com o objetivo de prevenir infecgdes Osseas e facilitar a adesao dos 0ssos aos tecidos.

Belcarz et al®®

, desenvolveram uma cobertura de queratina/gentamicina em matrizes de
hidroxiapatita para implantes, os quais apresentaram uma alta atividade antibacteriana,
favorecendo a proliferagdo do osteoblasto. Campos et al®’, desenvolveram filmes de
quitosana com gentamicina para protecdo e tratamento de infeccoes de pele, com

excelentes resultados.

2.12. Curativos para lesoes de pele

Historicamente, o tratamento de feridas tem como objetivo a protecao das lesdes
contra a acdo de agentes externos fisicos, mecanicos ou biolégicos. E um meio
terapéutico que consiste na aplicacao de uma cobertura sobre uma ferida limpa. Até o
século 20, os recobrimentos de feridas eram considerados produtos passivos, com
minima influéncia no processo de cicatrizacdo.*®

A pele é a primeira linha de defesa contra o ataque de patogénicos no corpo

humano. Quando esta barreira € rompida, seja por trauma, cirurgia, ou outros
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procedimentos invasivos, 0 corpo se torna vulnerdvel a invasdo microbiana®®. O
tratamento de feridas de pele, na maioria dos casos, exige a aplicacdo de um
medicamento antimicrobiano para evitar ou combater a infeccdo, devido a grande
exposicao da pele ao meio externo, onde o contato com 0s microrganismos é constante
e inevitavel®.

O recobrimento de ferida ideal deve substituir as funcdes da pele perdida, bem
como proteger a ferida da perda de fluidos e proteinas, prevenir a invasao de bactérias,
dissipar o estresse mecanico externo, bem como melhorar e estimular a cicatrizagao in
vivo (feridas). Além disso, o material deve ser biocompativel para evitar rejeicdo e
apresentar um custo acessivel para que sua utilizacdo seja economicamente viavel.

Como ja citado, pesquisas desenvolvidas na area biomédica geraram varias
opgcdes comerciais de recobrimentos de feridas, entretanto tais produtos apresentam
alto custo, o que dificulta a aplicacdo e comercializacdo dos mesmos em paises
emergentes.

O conceito de incorporacao de farmacos em uma membrana, para utilizacao
como recobrimentos para feridas, melhorando a eficiéncia destes materiais, iniciou-se
com a pesquisa pioneira de Winter'®, na década de 60, onde foi considerado o
envolvimento ativo do recobrimento com a ferida, com a finalidade de estabelecer e
manter um ambiente 6timo para a cicatrizagdo da mesma'®. No grupo de pesquisa da
Orientadora deste trabalho, pesquisas com membrana cicatrizantes ja foram
anteriormente desenvolvidos e publicados por Campos et al.*> ¥’

Os microrganismos mais comumente encontrados em feridas de pele sédo o
Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa*®, gram positivo e gram negativo,
respectivamente. Dessa forma, seria interessante utilizar um agente antimicrobiano
capaz de matar ou inibir o crescimento de pelo menos essas duas espécies de
bactérias.

Deste modo, nanofibras poliméricas tem se mostrado promissoras para o
tratamento de de feridas ou queimaduras de pele humana, bem como para utilizacdo
como dispositivos hemostaticos com algumas caracteristicas Unicas. Membranas de
nanofibras para curativos geralmente tém tamanhos de poros que variam de 500 nm a
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1 mm, pequeno o suficiente para proteger a ferida da penetracao bacteriana e elevada
area superficial de 500-100 m2 / g que é extremamente eficiente para a absorcao de
liquidos e liberag&o por via cutanea®.

Em infeccdes cronicas, o fornecimento de sangue é pobre na area infectada e,
por sua vez, é dificil de se obter uma concentracao suficiente de antibiéticos no local da
infeccdo. Liberacdo controlada de antibidticos no local do ferimento € uma nova
estratégia a ser empregada no tratamento de infeccdes. Sistemas de liberacado
localizados, com base em polimeros biodegradaveis, sdo capazes de liberacao rapida
no inicio (efeito burst) e de manter uma liberagdo lenta e controlada do farmaco por um
periodo de tempo necessario, para controlar a infeccdo. A grande vantagem destes
sistemas é a liberacao constante e prolongada dos antibidticos diretamente no tecido
infectado, sem toxicidade sistémica. Além disso, nenhuma intervengédo cirdrgica ou
procedimentos sdo necessarios para a sua remogéo'°".

Por todos os beneficios que os sistemas de liberacdo controlada oferecem,
esses sistemas estdo hoje sob intensa investigacao em todo mundo. Portanto, um dos
nossos objetivos neste trabalho é colaborar com nossas pesquisas no desenvolvimento
de dispositivos funcionais a base de nanofibras poliméricas que possam carregar
principios ativos e libera-los de maneira sistematica no local desejado.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.

3.2

Materiais

Os materiais utilizados neste trabalho foram: Acetato de Celulose (CA; p6
branco; Mn = 29000; grau de substituicio = 40%) (Sigma-Aldrich); N,N
Dimetilacetamida PA (DMAc) (Merck) (P.e =166, 8=22,1 8/MPa'?)'921%: Acido
Acético Glacial PA (Merck) (P.e =118C, 5=20,7 5/MPa'?)'%21%: Acetona PA (
Synth) (P.e =56,2C, 5=20,2 5/MPa'?)'%%1%; Agua Deionizada (P.e =100,
5=47,9 5/MPa'?)'%2103, gyifato de Gentamicina (Pharmaceutical Group Hualuan
Co. Ltd.) (ponto de fusdo 218-237<C) '*: Solugdo Tampao Fosfato 0,1 M pH 7,4
(PBS) (Dinamica); Eudragit® L100 (Evonik); Hidroxipropil Metilcelulose (HPMC)
(Dow Corning), Polietilenoglicol (Sigma-Aldrich), Alcool Isopropilico PA
(Quimesp), Ninhidrina PA (Sigma-Aldrich)

Membranas de Acetato de Celulose sem Farmaco

3.2.1. Preparacao das solucoes poliméricas de Acetato de Celulose

Foram preparadas solugdes poliméricas, pela mistura de Acetato de Celulose

com 4 diferentes sistemas de solventes, como descrito a seguir:

3.2.1.1. Solucéo de Acido Acético/Agua

Preparou-se uma solucéo de acido acético e agua, na propor¢cao de 75:25 m/m.

A seguir, preparou-se duas solugées com concentracdo de 13% e 17% m/m de acetato

de celulose dissolvido na solucao de acido acético/agua (75:25). Esta solugédo foi

mantida sob agitacéo por aproximadamente 2 horas para a completa homogeneizagéao.

A concentragdo de 17% de CA foi definida com base nos trabalhos de Han et. al.*’,
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como a viscosidade da solucao era muito alta fixou-se esta como ponto maximo e 13 %
como ponto minimo, pois concentragbes menores apresentavam uma solu¢gdo com

viscosidade mais facil de processar.
3.2.1.2. Solucio de Acetona/Agua

Preparou-se uma solugdo de acetona e agua, na proporcdo de 85:15 m/m. A
sequir, preparou-se duas solugcées com concentracao de 17% e 19% m/m de acetato de
celulose dissolvido na solucdo de acetona/agua(85:15). Esta solugdo foi mantida sob
agitacdo por aproximadamente 2 horas para a completa homogeneizagdo. A
concentragdo de 17% de CA foi definida com base nos trabalhos de Son et. al.®” Fixou-
se 17% como ponto minimo e 19 % como ponto maximo, pois acreditava-se que quanto
maior a viscosidade melhores seriam os resultados, j& que maiores viscosidades
reduzem a formacdo de contas nas fibras, conforme verificado na literatura, nos

trabalhos de Ramakrishna et. al. .
3.2.1.3. Solucao de Dimetilacetamida(DMAc)/Acetona

Preparou-se uma solucdo de DMAc e acetona na propor¢cdo de 1:2 m/m. A
sequir, preparou-se duas solu¢cées com concentracao de 17% e 19% m/m de acetato de
celulose dissolvido na solugcdo de DMAc/acetona(1:2). Esta solucdo foi mantida sob
agitacdo por aproximadamente 2 horas para a completa homogeneizagdo. A
concentracdo de 17% de CA foi definida com base nos trabalhos de Taepaiboon et. al.?!
Fixou-se 17% como ponto minimo e 19 % como ponto maximo, pois idem ao item
3.2.1.2. acreditava-se que quanto maior a viscosidade melhores seriam os resultados,

j4 que maiores viscosidades reduzem a formacéo de contas nas fibras'.

3.2.1.4. Solucido de Dimetilacetamida(DMAc)/Acetona/Agua
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Preparou-se uma solucdo de DMAc, acetona e agua na proporcédo de 32:63:5
m/m. A seguir, preparou-se duas solu¢gées com concentracdo de 14% e 17% m/m de
acetato de celulose dissolvido na solugdo de DMAc/acetona/agua(32:63:5). Esta
solucdo foi mantida sob agitacdo por aproximadamente 2 horas para a completa
homogeneizacdo. A concentragéo de 17% foi definida com base nos resultados obtidos
para as solucdes de DMAc/Acetona, onde verificou-se que concentracdes de CA
menores (no caso 17% em comparacao a 19%) apresentavam melhores resultados.
Fixou-se 17% como ponto maximo e 14 % como ponto minimo, pois acreditava-se que
a tendéncia obtida no caso anterior seria repetida neste caso, ja que as solugdes eram

muito parecidas.
3.2.2. Caracterizacao das solucdes poliméricas de Acetato de Celulose

Todas as solugdes poliméricas foram caracterizadas através das analises de
viscosidade, tensdo superficial e condutividade. Utilizou-se um Programmable
Rheometer da marca Brookfield, Modelo DVIII, de tenséo controlada ou CS, tipo cilindro
coaxial no sistema ISO/DIN, com um spindle (haste) n® 27 e capsula 13RP, acoplado a
um banho ultratermostatizado Markoni modelo MA184 para andlise de viscosidade.
Para andlise de tensao superficial foi utilizado um Tensidmetro da Kruss, modelo K6, e
para analise de condutividade um condutivimetro da Analion, modelo C708 plus. Todas
as medidas foram realizadas em triplicata a 25<C.

Construiu-se curva de Tensao de deformagédo x Taxa de cisalhamento, para as
solugdes poliméricas de cada solvente, nas condi¢cdes otimizadas sendo 17% de CA
(m/m) em Acido Acético/Agua (70:30), 18% de CA (m/m) em Acido Acético/Agua
(75:25) , 17% de CA (m/m) em Acetona/Agua (85:15), 15% de CA (m/m) em
Dimetilacetamida/Acetona/Agua  (32:63:5) e 17% de CA (m/m) em
Dimetilacetamida/Acetona (1:2). Utilizou-se nesta determinacdo um redmetro HAAKE
Rheostress 1, com uma geometria Z20 DIN acoplado a um banho termostatizado MAK
F8, e os dados foram tratados pelo software Rheowin. As medidas foram realizadas a
25<T.
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3.2.3. Eletrofiacao solucées

As solucbes de Acetato de celulose preparadas foram eletrofiadas na
temperatura (25C) e umidade (50%UR), utilizando-se uma seringa de vidro de 20 ml,
com uma agulha metalica de 4 cm de comprimento e 0,8 mm de diametro interno. O
polo positivo de uma fonte de alta tensao, projetada para trabalhar na faixa de 2 a 32
kV, foi conectado a agulha metalica da seringa, enquanto que o eletrodo terra foi
utilizado para aterrar a placa coletora de cobre, com as dimensbées de 30x40 cm. A
vazao foi controlado por uma bomba marca KdScientific, modelo 100, conectada a
seringa. A distancia da agulha ao coletor variou entre 7 e 10 cm, a tensdo aplicada
entre 15 e 25 kV e vazao entre 1 e 4 ml/h, dependendo do DOE. Nas figuras
apresentadas neste trabalho citaremos a distancia da agulha ao coletor como “D”, a
tensao aplicada como “V” e vazao como “R” com o objetivo de melhorar a visualizacao
da legenda. As amostras das membranas nanoestruturadas foram coletadas em folhas
de papel aluminio, as quais revestiam a placa de cobre durante os experimentos. Em
cada teste foram eletrofiados aproximadamente 5 ml de solu¢do polimérica. Na figura 8
€ possivel observar fotos do equipamento utilizado na eletrofiagéo.

éz’ S SPRED i 2 R F 3 :Cﬁ
Figura 8: Foto do equipamento utilizado para eletrofiagdo do Acetato de Celulose.
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Foi também realizado um teste para fins comparativos, sem a utilizacao da
bomba de fluxo, mas apenas utilizando a gravidade para movimentacao do fluxo da
solucdo. Neste caso foi colocada a agulha na vertical e a placa coletora abaixo da

mesma, como indicado na figura 9.

Figura 9: Foto do equipamento utilizado para eletrofiacédo do Acetato de Celulose sem
utilizacao da bomba de fluxo.

3.2.4. Caracterizacao das membranas eletrofiadas sem carga

As amostras das membranas nanoestruturadas foram analisadas por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), com o objetivo de conhecer a morfologia e
a distribuicao das fibras obtidas, o diametro das mesmas, sua variacao e a presenca de
contas, dentre outros aspectos. Para as andlises de MEV utilizou-se dois
equipamentos, um microanalisador eletrdnico (Electron Probe Microanalyser) da JEOL,
modelo JXA-840A e um microscépio eletrdnico de varredura Leica LEO 440i .

Para cada amostra foram obtidas 8 imagens, com diferentes aumentos, as quais
foram analisadas utilizando-se o software Image Tool para a medida do didmetro médio
de 50 medidas por amostra. Gerou-se uma régua de notas para avaliacdo do aspecto
das membranas, com valores de 1 a 10. A nota 1 significava auséncia de fibras, nota 5
significava formagéo de fibras com muitos defeitos grosseiros e nota 10 correspondia as

fibras com boa uniformidade e distribuicao de diametro. Foram avaliadas 2 fotos, por
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amostra, por trés pessoas independentes, onde as mesmas nao tiveram acesso as nota
dos demais. No Anexo 1 é possivel verificar um modelo da régua de notas utilizada

para avaliagdo das membranas nanoestruturadas.

3.2.5. Testes de Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram realizados no Instituto e Centro de Pesquisas
Sao Leopoldo Mandic (Campinas, Sao Paulo), como segue.
As amostras foram esterilizadas com oOxido de etileno na empresa Acecil

(Campinas, Sao Paulo) e deixadas em repouso por 15 dias antes do inicio dos testes.

3.2.5.1. Ensaios com células in vitro

Celulas pré-osteoblasticas de rato (MC3T3) foram obtidas a partir da American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA). As células foram cultivadas em
Meio Essencial Minimo modificado (a-MEM) com L-glutamina e HEPES (LGC,
Campinas, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibibticos. As
células foram cultivadas a 37 € com 5% de CO,, e ap6s sub-confluéncia foram

tripsinizadas, contadas e plaqueadas na membrana para os experimentos a seguir.

3.2.5.2. Plaqueamento celular nas membranas

As membranas foram previamente cortadas em discos com aproximadamente
13mm de didmetro, e esterilizadas em 6xido de etileno. Em seguida, foram colocadas
dentro de uma placa padrao de 24 pogos e lavadas primeiramente com agua destilada
estéril e, finalmente, com meio de cultura. As células foram plaqueadas sobre as
amostras na densidade de 1,8 x 10* células/mm?, sendo adicionado 1 ml do meio de
cultura para recobrimento das amostras. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias.
O poliestireno foi utilizado como controle para o teste de proliferacao.
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3.2.5.3. Proliferacao Celular

Para o ensaio de citotoxicidade, as células cultivadas sobre a membrana foram
analisadas apo6s 24, 48 e 72 horas de cultura. Em seguida, o meio foi removido e as
células foram lavadas, com solucao de PBS, e incubadas com solucao de tripsina (LGC,
Campinas, Brasil) por 5 minutos a 37<C. A concentra ¢ao de células foi determinada por
teste de exclusao por corante vital azul de Trypan, usando a caAmara de Neubauer para
contagem celular.

Os precipitados celulares foram ressuspendidos em 1,0 mLPBS e, 10 uL desta
suspensao foram misturados com 10 pL de azul de Trypan (Sigma). Posteriormente, 10
UL desta mistura foi transferida para a camara de Neubauer, levada ao microscopio de
fase (Eclipse, Nikon Japao) para a realizagao da contagem do numero de células.

O numero de células foi determinado pela equagédo 11.

N2 total de células = n® células contadas x volume inicial x diluicio x 10* (eq.11)

n® quadrados usados na contagem
3.2.5.4. Analise da Morfologia e Adesao Celulares
Apoés 72 horas de cultura, as células foram fixadas durante 1 h em temperatura
ambiente, em solugdo de paraformaldeido 4% + glutaraldeido 0,1% tamponado com
cacodilato de sédio, pH 7,2, e preparados para analise de MEV conforme rotina.
Antes da andlise MEV todas as amostras foram revestidas com uma fina
camada de ouro, por pulverizacao catédica, para lhes conferir condutividade.

3.3. Membranas de Acetato de Celulose com Sulfato de Gentamicina

3.3.1. Preparacao das solucoes poliméricas de Acetato de Celulose com Sulfato
de Gentamicina
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As solugbes poliméricas de acetato de celulose, que apresentaram melhores
resultados no teste de eletrofiacdo sem farmaco, em cada sistema de solvente, foram:
Solugado de Acido Acético/Agua (75:25), 17% m/m CA; Acetona/Agua (85/15), 18% m/m
CA; DMAC/Acetona (1:2), 17% m/m CA; e DMAC/Acetona/Agua (32:63:5), 15% m/m
CA. Estas solugdes foram preparadas conforme descrito no item 3.2.1. A estas
solucdes prontas foram adicionados 6 e 60% de Sulfato de Gentamicina, com base no
acetato de celulose, sendo esta mantida sob agitacdo por 2 horas para a completa
homogeneizagéao.

3.3.2. Eletrofiacao das solucoes poliméricas de Acetato de Celulose com Sulfato

de Gentamicina

Para eletrofiacdo das membranas de nanofibras de Acetato de Celulose com
incorporacdo do farmaco sulfato de Gentamicina, utilizou-se como base as melhores
condigbes obtidas nos testes iniciais sem farmaco, em cada sistema de solvente e
podem ser verificados na tabela 1. As duas solucées com 6 e 60% de farmaco (com
base no CA), de cada sistema de solvente, foram fiadas inicialmente nestas condigdes,

mantendo-se a concentragdo sempre fixa.

Tabela 1 - Melhores condi¢des de processamento, obtidas para as membranas de nanofibras
de CA, em cada sistema de solvente.

Condicoes Processo

. Distancia
. L. Concentracdao CA Voltagem
Solucao polimérica agulha-coletor
(%) (kV)
(cm)
Acido Acético/Agua (75:25) 18 25 7
Acetona/Agua (80:30) 17 25 7
DMAc/Acetona (1:2) 17 25 10
DMAc/Acetona/Agua (32:63:5) 15 15 10
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As solucdes de acetato de celulose com sulfato de Gentamicina, preparadas
conforme item 3.3.1, foram eletrofiadas a temperatura e umidade ambientes, utilizando-
se uma seringa de vidro de 20 ml, com uma agulha metalica de 4 cm de comprimento e
0,8 mm de diametro. O polo positivo de uma fonte de alta tensao foi conectado a agulha
metdlica da seringa; enquanto que, o eletrodo terra foi utilizado para aterrar a placa
coletora de cobre, com as dimensdes de 30x40 cm. A vazdo de 1 ml/h foi controlado
por uma bomba marca KdScientific, modelo 100, conectada a seringa. As amostras das
membranas nanoestruturadas foram coletadas em folhas de papel aluminio, as quais
revestiam a placa coletora de cobre durante os experimentos. Em cada teste foram

eletrofiados aproximadamente 5 ml de solugédo polimérica.

3.3.3. Caracterizacao das Membranas com Sulfato de Gentamicina

As amostras das membranas nanoestruturadas de CA com sulfato de
Gentamicina foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Avaliou-
se a morfologia e a distribuicdo das fibras obtidas, o didmetro das mesmas, sua
variacdo e a presenca de contas, dentre outros aspectos. Para as andlises de MEV,
utilizou-se um microscépio eletrdnico de varredura Leica LEO 440i.

Para cada amostra foram obtidas 8 imagens, com diferentes aumentos, as quais
foram analisadas utilizando o software Image Tool para a medida do didmetro médio de
50 medidas por amostra. As melhores membranas, em cada sistema de solvente, foram
escolhidas pela analise comparativa das fotos avaliando-se a morfologia e aspecto da
membrana e das fibras formadas, bem como o diametro da fibra.

3.3.4. Preparacao das Membranas para Testes de Liberacao Controlada

Para o teste de liberagdo controlada da Gentamicina escolheu-se apenas a

melhor membrana entre todos os sistemas de solvente testados. Além desta, foram
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preparadas membranas “casting” e com revestimento de HPMC, Eudragit® L100 e
nanofibras sem carga. Abaixo pode-se verificar como cada membrana foi preparada.

3.3.4.1. Membrana de nanofibra com sulfato de Gentamicina 50%

A melhor membrana obtida nos testes iniciais, e escolhida para o teste de
liberacdo, foi no sistema de solvente DMAC/Acetona/Agua (32:63:5) com 15% m/m de
CA, eletrofiada com alimentagao de 1 ml/h, tensdo de 15 kV e distancia entre agulha e
coletor de 10 cm. A concentracao de sulfato de Gentamicina foi mantida em 50% sobre
o CA, apesar dos testes iniciais serem realizados com 6 e 60%. Essa concentragao foi
definida porque a concentragdo de 60% mostrou um excesso de farmaco disperso na
solugdo, assim evitariamos possiveis interferéncias devido a este fator. As amostras

foram cortadas em circulos com 20 mm de diametro.
3.3.4.2. Membrana “casting” com Sulfato de Gentamicina 50%

A mesma solugcédo que foi utilizada na eletrofiacao da membrana de nanofibras,
foi depositada em um molde circular e colocada em secagem por 120 horas em
dessecador com silica gel. Apds secas, as amostras foram cortadas em circulos com

didmetro de aproximadamente 20 mm.

3.3.4.3. Membrana de nanofibras com sulfato de Gentamicina 50% revestida

com nanofibras sem farmaco.

A membrana obtida no item 3.3.2. foi cortada com um didametro de
aproximadamente 20 mm e presa em um papel aluminio, o qual foi colocado no coletor
do equipamento de eletrofiacdo. Foi eletrofiado uma solugdo de 15% de CA em
DMAC/Acetona/Agua (32:63:5) sem farmaco, nas mesmas condicdes citadas no item

3.3.2 sobre esta membrana, revestindo-a com uma camada de nanofibras.
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A amostra foi retirada do papel aluminio, colocada novamente com a parte nao
revestida para cima, e o processo foi repetido, garantindo o revestimento dos dois lados
da membrana. Esta membrana revestida foi cortada com um didmetro de 35 mm,
garantindo a protecdo das bordas da mesma com o revestimento. O revestimento
representou uma massa média de 65% do total da membrana.

3.3.4.4. Membrana nanofibra com Sulfato de Gentamicina 50% revestida com
Eudragit® L100

O Eudragit® é um copolimero derivado do acido metacrilico e metilmetacrilico, e
€ bastante utilizado na area farmacéutica na concepcgao de sistemas pH-dependentes,
para formula molecular verificar Anexo. A liberagcdo do farmaco a partir de formas
farmacéuticas revestidas por Eudragit® sdo dependentes do pH do meio de dissolucéo
e da espessura do revestimento. O Eudragit® L100 utilizado neste teste tem dissolucao
em pHs acima de 6,0.'%

Preparou-se uma solucdo em alcool propilico, com 20% de Eudragit® L100, e
com 5% de PEG. Deixou-se em agitacédo por 4 horas, seguido de repouso por 24 horas.
O Eudragit® L100 é um revestimento muito usado em industria farmacéutica.

Esta solucdo foi pingada sobre a membrana obtida no item 3.3.4.1. que foi
cortada previamente com um diametro de 20 mm, revestindo-a completamente. Deixou-
se secar por 120 horas em dessecador com silica gel. O revestimento representou uma
massa média de 75% do total da membrana. Imagem de MEV foi realizada para

verificar a estrutura da membrana ap6s o revestimento.
3.3.4.5. Membrana eletrofiada com sulfato de Gentamicina revestida com HPMC

Preparou-se uma solucdo com 0,1 g de hidroxipropil metilcelulose (HPMC) em 35

ml de agua a 85<C.
Esta solugdo foi borrifada sobre a membrana com um didmetro de
aproximadamente 20 mm obtida no item 3.3.4.1., revestindo-a completamente com 3
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jatos para cada membrana. Deixou-se secar por 120 horas em dessecador com silica
gel. O revestimento representou uma massa média de 65% do total da membrana.

Imagem de MEYV foi realizada para verificar a estrutura da mesma apos o revestimento.
3.3.5. Testes de Liberacao Controlada de Sulfato de Gentamicina

Foram realizados 2 testes comparativos de liberagdo do farmaco sulfato de
Gentamicina. No primeiro comparou-se a liberacdo do Sulfato de Gentamicina na
membrana de nanofibras, com uma membrana “casting”, e no segundo comparou-se a
liberag@o ocorrida na membrana de nanofibras com a mesma membrana revestida com

Eudragit® L100, com HPMC e com nanofibras sem farmaco.

3.3.5.1. Teste de liberacao de sulfato de Gentamicina: membrana de nanofibras

versus membrana “casting”.

Uma amostra da membrana de nanofibras e uma da membrana “casting” foram
colocadas em tubos de ensaio e adicionados 20 ml de solugao tampao fosfato 0,1 M pH
7,4 em cada tubo, os quais foram deixados em estufa de cultura bacteriologica ( mod
410N, Nova Etica), com temperatura controlada a 37°C. Toda a solucgdo foi retirada e
substituida por uma nova em periodos pré-determinados (intervalo de 2 h nas 4
primeiras aliquotas, 16 h na 52 aliquota, 24 h nas aliquotas de 6 a 8). Aliquotas foram
retiradas destas solugdes para analise quantitativa de sulfato de Gentamicina, conforme
descrito no item 3.3.6. e a construcdo da curva de liberacao foi feita apds coletar os
dados. O teste foi realizado em triplicata.
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3.3.5.2. Testes liberacado membrana de nanofibras de CA com sulfato de
Gentamicina comparativos: revestida com nanofibra sem farmaco,

revestida com HPMC e revestida com Eudragit® L100.

Foram colocadas em tubos de ensaio, duas amostras de cada membrana de
nanofioras de CA com sultafo de Gentamicina a ser testada: sem revestimento,
revestidas com nanofibra sem farmaco, com HPMC e com Eudragit® L100. Adicionou-
se 20 ml de solucao tampao fosfato 0,1 M pH 7,4. Os tubos foram deixados em estufa
de cultura e bacteriologia ( mod 410N, Nova Etica) com temperatura controlada a 37<C.
Em periodos pré-determinados (intervalo de 1 h nas 5 primeiras aliquotas, 2 h nas 62 e
72,18 h na 82 e 24 h na 9?2 aliquota), uma aliquota de 5 ml da solucao foi retirada e
substituida por uma nova. Aliquotas foram retiradas destas solucdoes para analise
quantitativa de sulfato de Gentamicina conforme descrito no item 3.3.6, e a construcao
da curva de liberagao, foi feita ap6s coletar os dados. O teste foi realizado em triplicata.

3.3.6. Quantificacao do sulfato de Gentamicina

A quantificacao do sulfato de Gentamicina foi feita através de medida indireta no
UV-Vis. Realizou-se a reagdo de uma aliquota contendo o farmaco com uma solugéo
aquosa de ninhidrina (1,25% m/v), por 15 minutos a 95C, em banho maria (Tipo
Dubnoff, mod MA095, marca Marconi). Em seguida, determinou-se a absorbancia na
regido do ultravioleta, em 400 nm, utilizando -se um espectrofotdmetro UV Visivel (mod
Cary 1G, Varian), conforme método estabelecido na literatura. '°

O método baseia-se na reagcdo da ninhidrina com as aminas primarias e
secundarias, tais como aquelas presentes no sulfato de gentamicina'®’, produzindo
solugdes de diferentes coloragdes de acordo com a concentragdo; ou seja, purpura
para altas concentracdes até amarela para solugoes diluidas. O espectro de UV-Vis da
solucdo de gentamicina reagida com a ninhidina produz trés picos de absorcédo, em
315, 400 e 550 nm'®. Segundo Frutos et al.'%, o pico a 400nm mostra-se mais estavel
e e atribuido a um complexo derivativo da ninhidrina-gentamicina. Utilizando a leitura,
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da mistura ninhidrina-gentamicina, neste comprimento de onda, foi possivel obter uma
relacdo linear com a concentragdo de gentamicina em uma faixa de até 120ug/ml."%
Para a construcdo da curva de calibracdo, as solucdes de sulfato de
gentamicina, em concentragcdes conhecidas, foram preparadas em solucdo tampéao
fosfato 0,1M pH 7,4. Foi construida uma curva na faixa de 5 a 100 pg/ml, para utilizacao
na quantificacdo do farmaco nas aliquotas do teste de liberacao. Para cada solucéo de
concentragdo conhecida foram retiradas trés amostras para reagdo com ninhidrina e

leitura da absorbancia.
3.3.7. Analise Microbioldgica

Os testes para andlise antimicrobiana das membranas foram realizados no
Laboratério de Microbiologia do Instituto e Centro de Pesquisas Sao Leopoldo Mandic
(Campinas, Sao Paulo), como segue.

As amostras foram esterilizadas com Oxido de etileno na empresa Acecil
(Campinas, Sao Paulo) e deixadas em repouso por 15 dias antes do inicio dos testes.

Testes microbiolégicos foram realizados com trés cepas-padrdao ATCC para o
controle dos procedimentos nos testes de sensibilidade das membranas de nanofibras
com possivel atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana das nanofibras de CA
com sulfato de Gentamicina foi avaliada através da utilizagao da bactéria Gram positivo,
Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923.2, e bactéria Gram negativo,
Escherichia coli (E. coliy ATCC 25922 e do fungo Candida albicans (C. albicans) ATCC
10231, com aproximadamente 1,5X10® microrganismos/ml (Fator n°l da escala
McFarland, NEFELOBAC?®, Brasil) em caldo BHI (Brain Heart Infusion), e plaqueadas
uniformemente com auxilio de alga Drigalski em Agar BHI.

As placas foram identificadas, e as membranas com concentragdes de 10, 25 e
50% de Sulfato de Gentamicina, bem como duas membranas sem farmaco (teste
branco), com aproximadamente 13 mm de didmetro foram colocadas com o auxilio de
uma pinga estérii em pontos equidistantes. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37<C, por 48 horas para posterior interpretacéo e leitura dos resultados.
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A avaliacao foi realizada, verificando-se a presenca ou auséncia dos halos de
inibicdo ao redor dos discos, contra um fundo preto. O didmetro do halo foi medido com
um paquimetro em mm, para posterior avaliagdo dos resultados. Os testes foram
realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Membranas Acetato de Celulose sem farmaco

4.1.1. Planejamento de Experimentos com varios sistemas de solventes para

eletrofiacao de Acetato de Celulose

Para otimizar as condicdes de obtencdo de membranas de acetato de celulose,
fez-se um planejamento fatorial 2° (3 fatores em 2 niveis) para cada sistema de
solvente utilizado: Acido Acético/Agua (75:25 m/m), Acetona/Agua (85:15 m/m),
Dimetilacetamida (DMAc)/Acetona (1:2 m/m), DMAc/Acetona/Agua (32/63/5 m/m)). Para
tanto, utilizou-se o DOE (Design of Experiments) para a avaliacado dos multiplos fatores
a serem contemplados neste tipo de trabalho. Como resposta, escolheu-se o didmetro e
o aspecto da membrana nanoestruturada, considerando-se como fatores a
concentracdo do acetato de celulose, a voltagem aplicada e a distancia entre a ponta
da agulha e o coletor. Tais fatores, variados em dois niveis (alto e baixo) como indicado
nas tabelas 2, 4, 6 e 8, foram escolhidos por serem faceis de controlar no processo de
eletrofiacdo. Utilizou-se o software Minitab para analise estatistica dos dados.

Abaixo seguem os resultados obtidos para cada sistema de solvente.

4.1.1.1. Eletrofiacdo de CA em Acido Acético/Agua (75:25 m/m)
4.1.1.1.1.  Analise da Vazdo em solucdo de Acido Acético/Agua (70:30 m/m)

Primeiramente foi realizado um DOE para se estimar a melhor vazao da solucao
de CA a ser utilizada para os demais testes, visto que esta era uma variavel que deveria
se manter fixa. Na tabela 2 apresenta-se o0s resultados obtidos cada um dos
experimentos realizados para obtencdo de nanofibras derivadas de solugcao com 17%

de acetato de celulose, em &cido acético/agua (70:30). Os resultados obtidos na analise
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da solucao polimérica em termos de viscosidade, condutividade e tensdo superficial
estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 2 - Parametros Experimentais utilizados para eletrofiacdo de nanofibras de 17% de
Acetato de Celulose em acido Acético/Agua(70:30 m/m).

Corrida Vazao Potencial Distancia Diametro médio Aspecto da
(mL/h) (kV) agulha- da fibra membrana
coletor (cm) (nm) (nota média)
1 1 25 7 190175 3,7+2,1
2 1 25 10 18555 3,0£1,7
3 3 25 10 200455 2,7+2,1
4 1 15 7 170450 3,0£1,0
5 3 15 10 145445 3,0+1,7
6 3 25 7 21575 3,0£2,6
7 3 15 7 205185 3,715
8 1 15 10 180160 3,0£1,7
Melhor
Condicdo 1 25 7 190175 3,7+2,1

Tabela 3 - Resultados Experimentais da andlise da solugéo de acetato de celulose no solvente
4cido Acético/Agua(70:30 m/m).

% CA Viscosidade Condutividade Tensao Superficial
(mPas) (uS) (mN/m)
17 5300 191,9 38,1

Podemos observar que o didmetro médio da fibra, obtido nos experimentos, foi
da ordem de 200 nm ou menos; porém, o aspecto da membrana apresentou notas
muito baixas, indicando a presenca de muitos defeitos. Observou-se um grande numero
de contas e pouca formacao de fibras. Dessa forma, nenhum experimento apresentou
um resultado satisfatério dentro do esperado, para a nota minima desejada para a

membrana, que seria 7.
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Nas figuras 10 e 11 podemos observar os graficos de Pareto para os efeitos, que
nos mostram a significancia de cada fator na resposta obtida, para a nota da
membrana, e para o didmetro da fibra, respectivamente.

O gréfico de Pareto dos efeitos é usado para comparar a magnitude relativa e a
significancia estatistica dos efeitos principais e suas interacdes. Os efeitos sdo plotados
em ordem decrescente do valor absoluto € uma linha de referéncia é definida utilizando
um valor de a=0,05, ou seja, a probabilidade de se fazer um erro tipo | ( quando vocé
conclui que existe uma diferenca que nao ha) e é referida como o nivel de significancia.
Qualquer efeito que se estende além desta linha de referéncia é significativo.

Verificamos nas figuras 10 e 11, que nenhum dos fatores estudados (A, B e C)
foi significativo, tanto isolado como em grupo, pois todos estiveram abaixo da linha do
valor de a. A figura 12 representa o grafico dos efeitos principais para o didametro médio
da fibra. Ele mostra como os efeitos afetam individualmente os parametros de saida,

indicados pela inclinacao das linhas em cada quadrante.
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Figura 10: Gréafico de Pareto dos efeitos para nota da membrana obtida de solug¢des de
Acetato de Celulose em acido Acético/Agua(70:30 m/m).
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Figura 11: Grafico de Pareto dos efeitos para diametro das fibras obtidas de solu¢des de

Acetato de Celulose em acido Acético/Agua(70:30 m/m).
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Figura 12: Gréfico do efeito principal para didmetro da fibra obtidas de solu¢des de Acetato de
Celulose em acido Acético/Agua(70:30 m/m).
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O grafico de efeitos principais € utilizado para visualizar o efeito dos fatores
sobre a resposta e comparar a magnitude relativa dos mesmos. Uma linha de referéncia
€ desenhado na média geral. Verificando a linha que liga os niveis dos fatores podemos
visualizar os efeitos principais. Se a linha é horizontal (paralela ao eixo x), ndo ha efeito
principal presente, ou seja, a méedia de resposta ndo muda dependendo do nivel de
fator. Entretanto, se a linha nao é horizontal, existe um efeito principal presente, e a
média de resposta muda dependendo do nivel de fator. Quanto maior a inclinagcdo da
linha, mais forte sera o efeito.

Apesar dos valores obtidos ndo serem significativos, observando o grafico da
figura 12 podemos notar que diminuindo-se a vazao, tende-se a diminuir o didmetro da
fibra conforme verificado na literatura’. Se compararmos a figura 13(a) e 13(b), obtidas
para as melhores condicbes com vazao de 3mL/h e 1mL/h, respectivamente, observa-
se uma pequena melhora na aparéncia da membrana com aglomerados poliméricos
menores no segundo caso. Assim por estes resultados pode-se estabelecer que a
variagcao do diametro da fibra é fungao inversa da vazao.

1pn Mag= 5.00 K X LRAC/FEQ/UNICAMP 24-May-20618 3pm i Mag= 5.8 K X
W

LRAC/FEQ/UNICAMP 24-May-2018

Figura 13: Imagem MEV com aumento de 3000 vezes para membrana eletrofiada de Acetato
de Celulose (CA) utilizando-se como solvente Acido Acético/Agua(70:30), sendo (a) 17% de CA,
D=7cm,V=15kVeR=3mlL/he (b) 17% de CA,D=7cm,V=25kV e R = 1mL/h.
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Portanto com nossos estudos, definiu-se que a vazao sera mantida fixa em 1

mL/h, com o intuito de se obter fibras com diametros menores e menos colapsadas.
4.1.1.1.2. Analise da Influéncia da Concentracao

A tabela 4 apresenta os resultados para o diametro médio da fibra e aspecto da
membrana, obtidos para cada um dos experimentos realizados, para obtengdo de
nanofibras de acetato de celulose, em &cido Acético/Agua(75:25), variando-se a
porcentagem de CA, potencial e distancia da agulha ao coletor. A tabela 5 apresenta os
resultados obtidos para a viscosidade, condutividade e tensao superficial na analise da

solucéo.

Tabela 4 - Parametros experimentais utilizados para eletrofiagdo de nanofibras de Acetato de
Celulose em acido Acético/Agua(75:25 m/m).

Corrida % CA Potencial Distancia Diametro médio Aspecto da
(kV) agulha- da fibra (nm) membrana (nota)

coletor (cm)

1 13 15 7 60+10 1,7+0,6

2 13 25 10 60120 1,7£0,6

3 13 15 10 90430 1,7£0,6

4 13 25 7 80120 1,7£0,6

5 17 15 10 180+60 2,7¢1,2

6 17 15 7 170+50 3,0+1,0

7 17 25 10 190160 2,712

8 17 25 7 190+80 3,3+1,5

Melhor

Condicéo 18 25 7 171£52* 5,2+1,2
19 25 7 230170 6,810,6

*Verificar histograma em Anexos.
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Tabela 5 - Resultados experimentais para andlise da solugao de Acetato de Celulose em acido
Acético/Agua(75:25 m/m).

% CA Viscosidade Condutividade Tenséo Superficial
(mPas) (uS) (mN/m)
13 1650 116,7 35,8
17 5400 81,6 36,5
18 6575 79,4 38,6
19 8800 74,8 39,0

Podemos observar que o diametro médio obtido para a fibra ficou abaixo de 200
nm; porém, as notas atribuidas foram muito baixas, indicando a presengca de muitos
defeitos, com um grande numero de contas e pouca formacao de fibras. Dessa forma,
nenhum experimento apresentou um resultado satisfatério, dentro do esperado, para a
nota minima 7 desejada.

Na tabela 5 nota-se que com o aumento da concentracao de acetato de celulose,
no sistema de acido acético / dgua, a viscosidade aumenta muito rapidamente e a
condutividade diminui significativamente, enquanto a tensao superficial ndo varia muito.
Nos outros sistemas estudados, que serao vistos na sequéncia, esses parametros nao
variaram na mesma proporcdo, embora os resultados sejam significativos para a
viscosidade. No que diz respeito a tensdo de superficie e condutividade dos outros
sistemas, os valores permaneceram na mesma ordem.

Na figura 14 encontra-se o grafico de Pareto para os efeitos, que nos mostra a
significancia de cada fator (distancia, voltagem e concentracao) na resposta obtida para
nota da membrana, conforme ja citado anteriormente. Verificamos que o fator de maior
relevancia, e o Unico significante, correspondeu a concentracao do acetato de celulose
na solugdo, cujo valor de Efeito foi maior que 0,471 (linha de referéncia). A figura 15
representa o grafico dos efeitos principais, para a nota média da membrana. Por este
grafico, nota-se como os efeitos afetam individualmente as respostas, indicados pela
inclinacao das linhas em cada quadrante, como ja comentado anteriormente. Pode-se
constatar que a curva de maior inclinacdo € a da concentracao, eleita o fator de maior

influéncia em relagdo aos demais, conforme visto no grafico de Pareto mostrado na
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figura 14. Observa-se também que um aumento na concentracdo, acarreta num

aumento na nota da membrana.
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Figura 14: Gréfico de Pareto dos efeitos para nota da membrana no sistema de solvente acido
Acético/Agua(75:25 m/m).
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Figura 15:
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Com base nestes resultados, realizou-se um novo experimento extrapolando os
resultados obtidos, a partir de solugbes com concentracdes de 18% e 19% de acetato
de celulose. Mantiveram-se as demais variaveis; isto é distdncia e voltagem, nas
mesmas condicdo da primeira rodada de experimentos, visto que ndo sao significativos
para 0 processo.

A figura 16(a) mostra a imagem de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
obtida para a melhor condicdo da primeira rodada de experimentos; ou seja, para
distancia do eletrodo de 7 cm, voltagem de 25kV, utilizando-se como solvente &cido
Acético/Agua (3:1) e uma vazdo da solugdo de 1mL/h. As figuras 16(b) e 16(c) sdo
imagens das amostras obtidas com as solugdes de 18 e 19% de acetato de celulose,
respectivamente.

E evidente comparando-se as figuras 16 (a-c), que ocorreu uma melhora
significativa do aspecto da membrana com redugdo no numero e no tamanho das
contas, quando aumentou-se a concentragdo. Assim, o melhor resultado obtido para o
aspecto da membrana foi com a concentracdo de 19%; porém, a viscosidade muito alta
da solucéo dificultou a processabilidade, devido a entupimentos constantes da agulha e

interrupg@o do experimento.

Figura 16: Imagem MEV, com aumento de 5000 vezes, para membrana eletrofiada de Acetato
de Celulose (CA) utilizando-se como solvente acido Acético/Agua(75:25) aumento de 5000
vezes, com: (a) 17% de CA, D =7cm, V = 25kV e R = 1mL/h; (b) 18% de CA,D=7cm, V =
25kV e R = 1mL/h; (c) 19% de CA, D =7 cm, V = 25kV e R = 1mL/h.
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Em resumo, pode-se dizer que mesmo conseguindo obter a nota préxima da
minima desejada para a membrana com acetato de celulose a 19% em acido
Acético/Agua (75:25), ndo foi possivel adotar esse sistema devido as dificuldades de
fluidez desta solucdo, durante o processo. Pode-se dizer que por conseqliéncia, foi
eleita uma condicdo 6tima correspondente a 18% de Acetato de Celulose para este
sistema de solvente. Neste caso, para a distancia entre agulha e coletor de 7 cm,
tensao aplicada de 25kV e vazao de 1mL/h, nanofibras com diametro médio de 170 nm
foram obtidas e a nota 5,2 foi atribuida para a membrana nanoestruturada.

4.1.1.1.3. Comparativo sistema vertical sem utilizacao da bomba com sistema

horizontal utilizando vazao controlada.

Com a intensédo de se verificar como a vazdo da solugédo poderia interferir na
obtencdo de nanofibras, realizou-se a eletrofiacdo com a seringa na vertical, com a
gravidade agindo sobre a gota, e na horizontal com fluxo constante. A tabela 6
apresenta os resultados obtidos para cada um dos experimentos realizados, com
acetato de celulose em &cido Acético/Agua(70:30), sistema vertical; e a tabela 7
apresenta os resultados obtidos na andlise da solugéo polimérica.

Podemos observar que os didmetros das poucas fibras obtidas nos
experimentos, estdo na faixa de 100 nm a 200 nm; porém, o aspecto da membrana
apresentou notas muito baixas devido a presenca de muitos defeitos como o grande
namero de contas e a pouca formacao de fibras. Nenhum experimento apresentou um
resultado satisfatério, estipulado em 7, para a nota da membrana; porém, a corrida
namero 6, entre todas, apresentou uma boa formacao na estrutura da membrana e
obteve nota 6.

Na figura 17 podemos observar o grafico de Pareto para os efeitos, que nos
mostra a significAncia de cada fator na resposta obtida, como ja comentado
anteriormente. Verificamos que o fator de maior relevancia € a voltagem, enquanto que
o segundo fator significante € a interacao entre a voltagem e a concentragdo de acetato
de Celulose na solugao.
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Tabela 6 - Parametros experimentais utilizados para eletrofiagdo de nanofibras de acetato de
Celulose em acido Acético/Agua (70:30 m/m) num sistema vertical.

Corrida % CA Potencial Distancia Diametro médio Aspecto da
(kV) agulha- da fibra (nm) membrana (nota)

coletor (cm)

1 17 15 10 N&o fiou -
2 15 15 10 11530 4,0+0,0
3 15 25 7 11530 3,510,4
4 17 15 7 Nao fiou -
5 15 25 10 120+30 4,0+0,6
6 17 25 10 170+25 6,0+0,5
7 17 25 7 160+50 5,0+0,5
8 15 15 7 130+35 3,0+0,4
Melhor
Condicdo 17 25 10 170+25 6,0+0,5

Tabela 7 - Resultados experimentais das andlises da solu¢ao de acetato de celulose no
solvente Acido Acético/Agua (70:30 m/m).

% CA Viscosidade Condutividade Tenséo Superficial
(mPas) (uS) (mN/m)
15 3000 137,5 37,0
17 5300 191,9 38,1

A figura 18 representa o grafico de interacdo dos efeitos principais para a nota
média da membrana. O grafico de interagdes é utilizado para visualizar o efeito da
interacao de dois fatores sobre a resposta e comparar a importancia relativa dos efeitos.
A indicagdo € dada pela inclinacdo das duas linhas em cada quadrante. Se as linhas
sdo paralelas entre si, ndo ha interagdo, o cruzamento entre as linhas significa algum
tipo de interagdo. Quanto maior a inclinagéo da linha, mais forte sera o efeito.

Podemos observar que uma maior inclinagdo das curvas e um cruzamento entre
as linhas pode ser verificado no quadrante da concentragdo e voltagem, que sao os

fatores determinantes na nota da membrana e tem uma influencia muito maior do que
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os demais fatores como visto no grafico de Pareto (figura 17). Observa-se, porém, que

quando a concentracao aumenta, tem-se um aumento na nota da membrana.
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Figura 17: Gréfico de Pareto para nota média da membrana obtida da solugédo de Acido
Acético/Agua (70:30 m/m) sistema vertical.

A figura 19(a) € a imagem realizada de microscopia eletrénica de varredura
(MEV), obtida para a melhor condicao nesta rodada de experimentos. A figura 19(b) é
a imagem da amostra obtida nas mesmas condicdes, porém no sistema horizontal e
com a utilizagdo de bomba e controle da vazéao da solugdo, em 1 ml/h, item 4.1.1.1.2.
Neste caso na figura 19(a) apenas a gravidade atua como forgca sobre a gota na ponta
da agulha e no caso da figura 19 (b) temos a forca cisalhamento aplicada pela bomba
de fluxo.

Observa-se, comparando as figuras 19(a) e 19(b), uma melhora significativa do
aspecto da membrana, com redugdo no numero e no tamanho das contas quando o
sistema utilizado foi o vertical (figura 19a), sem utilizacdo da bomba. Isto provavelmente
ocorre devido a vazdo, que neste caso, foi menor que 1ml/h por causa da alta
viscosidade da solucdo e a nao utilizagdo da bomba, possibilitando uma fiagcado mais

lenta e um fluxo de solugdo menor. Em outras palavras, a agdo da gravidade sobre o
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fluxo, resultou em melhores resultados para acetato de celulose neste sistema de

solvente.
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Figura 18: Gréfico de interagdes para nota média da membrana obtida da solugéo de Acido
Acético/Agua (70:30 m/m) sistema vertical.

Figura 19: Imagem MEV, com aumento de 5000 vezes, para membrana eletrofiada de Acetato
de Celulose (CA) utilizando-se como solvente Acido Acético/Agua (75:25): (a) 17% de CA , D =
10 cm, V = 25KV, sistema vertical por gravidade; (b) 17% de CA, D = 10 cm, V = 25k, sistema
horizontal com R = 1ml/h.

O grande problema encontrado neste método € o constante entupimento da
agulha devido a secagem da solucéo na ponta da mesma. A introducao de uma variavel
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a mais também deve ser avaliada, devido a impossibilidade de controle do fluxo que
torna inviavel a utilizacao deste método.

Nao foi possivel realizar uma otimizacao neste sistema, porque seria necessario
um aumento na concentracdo da solucdo de acetato de celulose, como comprovado
pela melhora na nota da membrana, no sistema horizontal (item 4.1.1.1.2). Entretanto,
isto seria inviavel neste sistema, devido a impossibilidade de fiagdo de viscosidades
maiores que a utilizada. Como conclusédo, pode-se comentar que ao se trabalhar no
sistema horizontal com bomba de fluxo, com uma vazao menor que 1 ml/h, talvez seja

possivel uma melhora no aspecto da membrana.
4.1.1.2. Eletrofiacdo de CA em Acetona/Agua (85:15 m/m)

Quando mudou-se o solvente organico para Acetona/Agua na proporcdo de
(85:15 m/m), respectivamente, obteve-se os resultados apresentados na tabela 8 para
cada um dos experimentos realizados para nanofibras e os resultados obtidos para a
analise da solugao, resumidos na tabela 9.

Em todos os ensaios observou-se a formacdo abundante de fibras, com uma
estrutura preferencial em forma de fitas, como mostra a figura 20 obtida por MEV, da
melhor condicdo obtida (corrida 6), dentro do planejamento de experimento. Dessa
forma, optou-se por indicar nas tabelas os valores da largura das mesmas, ao invés do
didmetro. Na medida da largura tomou-se o cuidado em medir somente as fibras que
estavam com a face maior de frente na imagem. Apesar de a difusdo de um farmaco
em uma estrutura em forma de fita ser comandado pela espessura da mesma, optou-se
por medir a largura devido ao conceito de estrutura nanométrica.

Segundo a literatura', as estruturas obtidas em forma de fita ocorrem devido as
viscosidades de certas solugcbes, que impedem a evaporagdo do solvente na fibra,
durante seu caminho até o coletor. No caso da solucdo utilizada aqui, foi necessaria
adotar-se uma vazao alta (4 ml/h), pois com taxas menores a solugdo secava na ponta
da agulha, entupindo a mesma e nao sendo possivel a eletrofiagdo da solucao, devida
a rapida evaporacgao do solvente.
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Tabela 8 - Pardmetros experimentais utilizados para obtengdo da membrana com a solu¢do de
acetato de Celulose em Acetona/Agua (85:15 m/m).

Corrida % CA Potencial Distancia Largura média da Aspecto da
(kV) agulha- fibra (um) membrana (nota)

coletor (cm)

1 17 25 10 2,310,3 7,0£1,0

2 17 15 10 2,310,4 8,312,1

3 17 15 7 2,4+0,4 7,741,2

4 19 15 7 3,6+0,6 8,0%1,7

5 19 25 10 3,210,4 8,0+1,7

6 17 25 7 1,7+0,3 8,7+1,5

7 19 15 10 3,4+0,5 8,0£2,0

8 19 25 7 3,2+0,5 7,3£1,5
Melhor

17 25 7 1,740,3* 8,7£1,5
Condicao

*Verificar histograma em Anexos

Tabela 9 - Resultados experimentais das andlises da solu¢ao de acetato de celulose no
solvente Acetona/Agua (85:15 m/m).

% CA Viscosidade Condutividade Tenséo Superficial
(mPas) (nS) (mN/m)
16 400 13,1 31,1
17 450 13,8 31,7
19 875 12,6 32,3

Podemos observar na tabela 8 que a largura das fibras nos experimentos foram
da ordem de 2 a 3 um, e as membranas resultantes dessas fibras recebeu notas altas

devido a homogeneidade apresentada.
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Dentro da primeira rodada de experimentos, o melhor resultado foi com a corrida
namero 6, embora a largura obtida ndo tenha ficado abaixo de 500 nm, como desejado.

] ,:\;
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Figura 20: Imagem MEV, com aumento de 2000 vezes, para membrana eletrofiada de 17% de
Acetato de Celulose , D =7 cm, V = 25kV e R = 4mL/h, utilizando-se como solvente
Acetona/Agua(85:15).

O grafico de Pareto para os efeitos na largura média da fibra, na figura 21,
mostra a significAncia de cada fator na resposta obtida, conforme ja citado
anteriormente. Verificamos que o fator de maior relevancia, e também o Unico
significante, foi a concentracdo de acetato de Celulose na solugcdo. A figura 22
representa o grafico dos efeitos principais para a largura média da fibra. Nota-se que a
maior inclinacdo das curvas esta na linha da concentracao, que é o fator determinante
na largura das fibras e tem uma influéncia muito maior do que os demais fatores,
conforme grafico de Pareto (figura 21). Importante notar que diminuindo a
concentracao, a largura da fibra tende a diminuir.

Com base nestes resultados, realizou-se um novo experimento extrapolando os
resultados obtidos, utilizando-se uma solugao com concentracdo de 16% de Acetato de
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celulose; porém, manteve-se as mesmas varidveis obtidas na melhor condigdo da

primeira rodada de experimentos, visto que ndo sao significativos para o processo.
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Figura 21: Gréfico de Pareto para os efeitos na largura média da fibra no sistema de solvente
Acetona/Agua(85:15).

Distancia Voltagem

3,57

3,04
£ — —
5 [ \.
~ 2,5 4
o
)
(=
% 2,0 - T T T T
o] 7 10 15 25
3 Concentracdo
1S 3,5 4
o
3
2
5 3,01 /

2,5+ /

2,0 - T T

17 19

Figura 22: Gréfico dos efeitos principais para a largura média da fibra no sistema de solvente
Acetona/Agua(85:15).
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Como mostra o resultado da figura 23, e por comparacdo com a figura 20,
observa-se que quando diminuiu a concentragdo de acetato de celulose de 17% para
16%, obteve-se um aumento na largura média da fibra de 1,7 pym para 3,1 pm,
respectivamente. Este resultado foi muito importante para que se tivesse uma idéia da
ordem de concentracdo da solucdo de acetato de celulose, necessaria para garantir a
producao de fibras preferencialmente as fitas. Como verificado dentro dos experimentos
realizados, a tendéncia observada ndo pode ser extrapolada, neste caso, além dos
limites testados.

Figura 23: Imagem MEV, com aumento de 2000 vezes, para membrana eletrofiada de uma
solucédo de 16% de Acetato de Celulose , D =7 cm, V = 25kV e R = 4mL/h, utilizando-se como
solvente Acetona/Agua(85:15).

Para este sistema de solvente, o ponto étimo encontrado foi com 17% de Acetato
de Celulose, em Acetona/Agua (85:15), com distancia entre agulha e coletor de 7 cm,
tensdo aplicada de 25kV e vazdo de 4 mL/h. Como resultado, obteve-se fibras com

didmetro médio de 1,7 um e nota 8,7 para a membrana nanoestruturada.

68



4.1.1.3. Eletrofiacao de CA em Dimetilacetamida(DMAc)/Acetona (1:2 m/m).

Utilizando-se como sistema de solvente Dimetilacetamida(DMAc)/Acetona (1:2
m/m), e concentragdo de CA de 17 e 19%, obteve-se valores de didmetro médio da
fibra e aspecto da membrana mostrados na tabela 10 para cada um dos experimentos
realizados e os resultados mostrados na tabela 11 para a analise das solugées.

Tabela 10 - Pardmetros experimentais utilizados para eletrofiagdo de nanofibras de acetato de
Celulose em Dimetilacetamida/Acetona (1:2 m/m).

Corrida % CA Potencial Distancia Diametro médio Aspecto da
(kV) agulha- da fibra (nm) membrana (nota)
coletor (cm)

1 17 15 7 4154200 9,0+1,0
2 19 15 10 5954200 8,0+1,7
3 17 25 10 3631228 9,0+1,4
4 19 25 10 480+200 8,3+1,2
5 19 25 7 1010500 3,3x1,5
6 17 25 7 4351200 4,0+1,0
7 17 15 10 4051200 8,3+1,2
8 19 15 7 5354200 9,0+0,0
Melhor
17 25 10 363+228* 9,0+1,4
Condicao

*Verificar histograma em Anexos

Tabela 11 - Resultados experimentais para andlises da solugdo de acetato de celulose no
solvente Dimetilacetamida/Acetona (1:2 m/m).

% CA Viscosidade Condutividade Tenséo Superficial
(mPas) (uS) (mN/m)
17 550 7,6 28,9
19 925 7,4 30,3

Podemos observar que ocorreu uma grande variacao no diametro médio das

fibras, obtido nos experimentos, que variou de 300 nm a 1 um e boas notas para o
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aspecto da membrana. As fibras apresentaram-se levemente achatadas e com um
grande desvio no diametro da fibra.

Na figura 24 podemos observar o grafico de cubo para o didametro médio da fibra.
O grafico de cubo é usado para mostrar a relagdao entre fatores e uma resposta.
Podemos verificar nos vértices do cubo as respostas, (didametro das nanofibras) para a
combinacdo dos fatores (concentracdo, voltagem, distancia entre agulha e coletor)
representados nas arestas que compdem cada vértice. Assim, seguindo as arestas que
nos levam aos fatores que compbéem o vértice podemos encontrar as condi¢cdes que
geraram esta resposta. Avaliando-se a figura 24, verifica-se o ponto 6timo obtido dentro
da rodada de experimentos (corrida 3 na tabela 9) correspondendo a um diametro
médio de fibra de 363 nm com nota 9 para aspecto da membrana. Isto indicou uma boa
formacao e uniformidade entre as fibras obtidas neste sistema de solvente. Para o
didmetro médio da fibra, nenhum efeito ou combinacdo deles apresentou-se como
significativo; porém, para a nota da membrana, a distancia, a voltagem e a combinagao
delas mostraram-se significantes. Assim, quanto maior a distancia, e menor a voltagem,

menor sera o didmetro da fibra neste sistema otimizado.
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Figura 24: Gréafico de Cubo para diametro médio da fibra no sistema de solvente
Dimetilacetamida/Acetona (1:2 m/m).
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Na figura 25 observa-se a imagem de MEV obtida para a condi¢cdo 6tima da

eletrofiacdo do Acetato de Celulose em DMAc/Acetona (1:2 m/m).

Figura 25: Imagem MEV, com aumento de 2000 vezes, para membrana eletrofiada de 17% de
Acetato de celulose , D = 10 cm, V = 25kV, R = 1mL/h, utilizando-se como solvente
DMAc/Acetona(1:2).

Quanto ao ponto 6timo para este sistema de solvente, este foi encontrado com a
solucao de 17% de acetato de Celulose em DMAc/Acetona (1:2); distancia entre agulha
e coletor de 10 cm, tens&o aplicada de 25kV e vazao de 1 mL/h.

Para o ponto 6timo, foi gerada a equagao 12, que representa o comportamento
desta solugcao no processo de eletrofiacdo. Assim, temos:

DM= 19,808 - 2,092D + 1,267V + 1,168C + 0,126DV + 0,127DC + 0,0764CV - 0,008DVC
(eq 12)

Onde DM=diametro médio
D=distancia entre ponta da agulha e coletor
C=concentragéo de Acetato de Celulose
V=voltagem aplicada
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Tal equacdo pode ser utilizada para otimizacdo do processo e obtencdo de
didmetros menores caso desejado, permitindo um controle maior sobre a taxa de
liberacao controlada de farmacos que depende da area de contato da membrana com o

meio, dentre outros fatores.
4.1.1.4. Eletrofiacdo de CA em Dimetilacetamida/Acetona/Agua (32/63/5 m/m)

Continuando nossas pesquisas com misturas de solventes, quando o sistema de
solvente utilizado foi DMAc/Acetona/Agua(32:63:5), obteve-se os resultados
apresentados na tabela 12, para cada um dos experimentos realizados, para a
obtencdo de nanofibras de acetato de Celulose; e na tabela 13 encontram-se os
resultados obtidos na analise das solugdes.

Tabela 12 - Parametros experimentais utilizados para eletrofiacdo de nanofibras de Acetato de
Celulose em Dimetilacetamida/Acetona/Agua (32/63/5 m/m).

Corrida % CA Potencial Distancia Diametro médio Aspecto da
(kV) agulha- da fibra (nm) membrana (nota)

coletor (cm)

1 14 15 10 310100 5,6+0,6

2 17 15 10 575100 9,0£0,0

3 17 25 7 3254200 5,3+0,6

4 14 25 7 420£100 3,00,0

5 17 25 10 5954200 7,3+0,5

6 17 15 7 6054200 8,7+0,6

7 14 15 7 340£100 4,7+0,5

8 14 25 10 400£100 3,7£0,5
Melhor

15 15 10 356+106* 8,5+0,6
Condicao

*Verificar histograma em Anexos
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Tabela 13 - Resultados experimentais para analises da solugao de acetato de celulose no
solvente Dimetilacetamida/Acetona/Agua (32/63/5 m/m).

% CA Viscosidade Condutividade Tenséo Superficial
(mPas) (uS) (mN/m)
14 275 7.9 29,6
15 375 8,7 30,0
17 625 8,0 31,1

Podemos observar na tabela 12 que os didmetros das fibras obtidas nos
experimentos, variaram entre 300 a 600 nm, e o aspecto da membrana apresentou
notas com grande variacao; porém, o valor médio esta dentro do desejado.

Na figura 26 temos o grafico de Pareto para os efeitos, que nos mostra a
significAncia de cada fator na resposta obtida, conforme comentado anteriormente.
Verificamos que a concentracdo do acetato de celulose na solucdo e a voltagem
aplicada, sao os dois efeitos de maior relevancia e significancia para nota média da
membrana. A figura 27 representa o grafico de interagdo entre os parametros e seus
efeitos no didametro médio da fibra avaliada pela inclinacao das duas linhas em cada
quadrante e pelo cruzamento das linhas, conforme citado anteriormente. Nota-se que a
maior inclinacdo das curvas apresenta-se na linha da concentragdo e voltagem, que
sado os fatores determinantes no didmetro da fibra, e tem uma influencia muito maior
gue a distancia entre a ponta da agulha e o coleto. Verifica-se também que existe uma
interacao entre todos os fatores, pois, as linhas nos trés quadrantes se cruzam.

Utilizando-se o software Minitab, foi possivel otimizar o processo de eletrofiacao
de acetato de celulose neste sistema de solventes através das equacgdes 13 e 14, para
o didmetro médio da fibra e a nota média da membrana, respectivamente. Assim,

temos:

DM= -8,168 + 0,662D + 0,489V + 0,607C -0,045DV — 0,048DC -0,035CV + 0,003DCV (eq 13)

73



NT=-66,592 + 6,204D + 2,867V + 5,019C —0,322DV - 0,407DC - 0,211CV + 0,022DVC (eq 14)

Para estas equacoes:

DM=diametro médio

NT=nota membrana

D=distancia entre ponta da agulha e coletor
C=concentragéo de Acetato de Celulose

V=voltagem aplicada
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Figura 26: Grafico de Pareto para os efeitos na nota média da membrana no sistema de
solvente Dimetilacetamida/Acetona/Agua (32/63/5 m/m).

Utilizando-se as equacgdes 13 e 14, o software Minitab gerou uma nova condicao
otimizada para o processo, prevendo uma nota de membrana dentro do desejado, com
menores didmetros de fibra. Ou seja, deve-se utilizar uma concentracdo de Acetato de
Celulose intermediaria (15%) a utilizada na primeira rodada de experimentos com

distancia entre agulha e coletor de 10 cm, tensao aplicada de 15 kV e vazao de 1mL/h.
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Dessa forma foi realizado um experimento considerando esta condicdo 6étima

indicada pelo software conforme indicado na tabela 12.
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Figura 27: Gréfico de interacéao para o didametro média da fibra no sistema de solvente
Dimetilacetamida/Acetona/Agua (32/63/5 m/m).

A figura 28(a) mostra a imagem de MEV para a melhor condi¢ao obtida dentro da
rodada de experimentos ( corrida 2 na tabela 12) e a figura 28(b) a imagem da condicao
otimizada com concentracdo de acetato de celulose de 15%. Comparando-se o0s
resultados obtidos para as duas concentragdes testadas, nota-se uma reducgao
significativa no diametro da fibora de 37% (de 575 nm para 356nm) quando a
concentracao diminuiu de 17% para 15%. Porém, manteve-se a nota para a membrana
de 8,5, indicando que alcangamos o ponto 6timo para este sistema de solvente.

Diminuindo-se a concentragdo além deste valor observa-se uma reducao na nota
da membrana devido ao aparecimento de defeitos, conforme pode ser verificado na
tabela 12 (corrida 1).
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Figura 28: Imagem MEV, com aumento de 5000 vezes, para membrana eletrofiada de Acetato
de Celulose (CA) utilizando-se como solvente DMAc/Acetona/Agua (32:63:5) (a) 17% de CA , D
=10cm, V=15kV e R = 1mL/h; (b)15% de CA,D =10 cm, V = 15kV e R = 1mL/h, condicao
otimizada.

Para este sistema de solvente o ponto étimo encontrado foi com 15% de acetato
de celulose em DMAc/Acetona/Agua (32:63:5), com distancia entre agulha e coletor de
10 cm, tenséo aplicada de 15kV e vazédo de 1 mL/h. Como resultado, obteve-se fibras

com didmetro médio de 360 nm e nota 8,5 para a membrana nanoestruturada.
4.1.2. Reologia das solucoes de CA sem farmaco

Para as solugdes que forneceram as melhores condigdes de cada sistema, ou
seja, nanofibras uniformes, menores didmetros de fibras e melhor aspecto da
membrana, realizaram-se a constru¢do de uma curva de Tensdo de cisalhamento x
Taxa de cisalhamento com o objetivo de conhecer o comportamento reoldgico das
mesmas.

Avaliando-se os graficos de Viscosidade x Taxa de cisalhamento, na escala
logaritimica, para todas as solucdes, figuras 29 a 33, nota-se um comportamento
Newtoniano para as solucdes de Acetona/Agua, DMAc/Acetona e DMAc/Acetona/Agua
onde a viscosidade apresenta um comportamento constante com o aumento da taxa de
cisalhamento. Para as solugdes de Acido Acético/Agua, porém, verifica-se que a
viscosidade ndo se mantém constante, decaindo com o aumento da taxa de

cisalhamento e apresentando, assim, um comportamento reolégico pseudoplastico,
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além de valores de viscosidade muito superiores as solugdes citadas anteriormente. No
caso das solucdes de acido acético, os valores de viscosidade se mantiveram acima de
4500 mPas (figuras 29 e 30) em comparacao com valores inferiores a 550 mPas das
demais solucgdes (figuras 31 e 33).

Esta diferenca no comportamento reolégico das solucdes de Acido Acético/Agua,
em comparagdo com as demais, pode justificar a diferenca obtida nas membranas
eletrofiadas. Nenhuma das membranas obtidas, com as solucdes de Acido
Acético/Agua, apresentaram bons resultados dentro da faixa de estudo utilizado no
DOE. As membranas apresentaram muitos defeitos denominados contas, ndo sendo
possivel, nem com a otimizacdo do processo, obter membranas sem defeitos. Para
estas solucdes talvez a faixa de variagao dos efeitos (concentracao, distancia agulha-
coletor e tensdo aplicada) nao foi suficiente para mostrar a melhor condicdo otimizada,
devido a diferenca no comportamento reol6gico desta em comparagdo com as demais
solucdes, onde foi possivel otimizar o processo e obter membranas sem defeitos com o

didmetro da fibra aceitavel.
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Figura 29: Comportamento reoldgico para solugao de Acetato de Celulose 17% (m/m) em
Acido Acético/Agua (70:30).
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Figura 30: Comportamento reolégico para solugdo de Acetato de Celulose a 18% (m/m) em
Acido Acético/Agua (75:25).
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Figura 31: Comportamento reoldgico para solugéo de Acetato de Celulose a 17% (m/m) em
Acetona/Agua (85:15).
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Figura 32: Comportamento reoldgico para solugao de Acetato de Celulose a 15% (m/m) e

Dimetilacetamida/Acetona/Agua (32:63:5).
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Figura 33: Comportamento reolégico para solugdo de Acetato de Celulose a 17% (m/m) em

Dimetilacetamida/Acetona (1:2).
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O comportamento reoldgico diferente observado, caracterizado pelas altas
viscosidades e pseudoplasticidade para a solugdo de CA em Aacido Acético/Agua, em
comparacao aos demais solventes, provavelmente deve-se a uma especifica interacao
entre o CA e o solvente, que ndo ocorre nos demais casos.

O acetato de celulose é uma celulose acetilada em que os grupos hidroxila ao
longo da cadeia sao totalmente ou parcialmente acetilados. O acetato de celulose
utilizado neste estudo apresenta um grau de substituicdo de 40%, ou seja 2,65, pela
conversdo encontrada na literatura %1%,

A maioria dos CA é produzida utilizando um processo de solu¢ao, onde linters de
algodao ou madeira macia sao utilizados como matéria-prima. A acetilacdo ocorre em
solucdo de acido acético glacial, quer sozinho ou em combinacdo com cloreto de
metileno, e a reacéo é catalisada com &cido sulfarico®’.

As propriedades das solugdes de acetato de celulose foram bem estudadas e foi
mostrado que sao influenciadas pelo grau médio de substituicao e pela distribuicao de
substituintes ao longo da cadeia, sendo que as propriedades estruturais do CA afetam a
reologia das solucdes. Acetatos de celulose que tenham grau de substituicao (DS) entre
0,5-1 sdo soluveis em agua. Este fenbmeno € atribuido a ruptura de ligagdes de
hidrogénio intra e intermoleculares dentro do sistema de celulose apds a introducao de
alguns grupos acetil . Aumentando o grau de substituicdo, o acetato de celulose torna-
se insoluvel em agua, mas mostra boa solubilidade em uma variedade de solventes
organicos, tais como tetrahidrofurano (THF), acetona e N,N-dimetilacetamida
(DMAC)57’”°.

Portanto, o uso de solventes especificos podem provocar mudancas estruturais
na solucédo, dependendo da quantidade de grupos acetil e hidroxila em cadeias
parcialmente substituidas de CA. Em alguns casos isso leva a separagao de fase e / ou

gelificacdo em uma variedade de sistemas solventes para CA®’.
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Assim o comportamento reolégico observado para a solucdo de CA em acido
Acético/Agua pode ser explicado pela interagdo entre o CA e o solvente que pode ter
aumentado o grau de acetilacdo do CA, acarretando em uma solucdo de alta
viscosidade e comportamento pseudoplastico.

Vale ressaltar que o comportamento viscoelastico linear em regime oscilatério de
baixa amplitude das solucdes nao foi medido devido as limitagdes no equipamento
utilizado.

4.1.3. Testes de Citotoxicidade

4.1.3.1. Ensaios de Citotoxicidade

A figura 34 ilustra os resultados de biocompatibilidade obtidos com o teste de
exclusdo com corante vital azul de Trypan. Os grupos experimentais testados foram as
membranas de nanofibras de Acetato de Celulose, preparadas através de solucbes de
diferentes solventes, Acido Acético/Agua 70:30 (VC1), Acetona/Agua 85:15 (VC2),
DMAc/Acetona 1:2 (VC3) e DMAc/Acetona/Agua 32:63:5 (VC4). Os resultados deste
estudo demonstram um aumento no numero de populacéo viavel de células em todos
0S grupos experimentais, quase igual ao do grupo controle (poliestireno) indicando que
as membranas de nanofibras de Acetato de Celulose sao biocompativeis independente
do solvente utilizado na eletrofiagéo.

Observa-se que existe uma variacdo no numero de células “viaveis”,
provavelmente devido a variacdo da area de superficie da amostra para o crescimento

celular, bem como a variacao de diametro das fibras.
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Figura 34: Resultados de viabilidade celular apds 24, 48 e 72 horas de incubagéo, conforme
determinado pelo teste de exclusdo com corante vital azul de Trypan. Viabilidade celular em
poliestireno (Controle), e nas membranas de nanofibras de Acetato de Celulose preparadas
através através de solugbes de diferentes solventes, Acido Aceético/Agua 75:25 (VC1),
Acetona/Agua 85:15 (VC2), DMAc/Acetona 1:2 (VC3) e DMAc/Acetona/Agua 32:63:5 (VC4). As
barras de erro representam o desvio-padrao.
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4.1.3.2. Morfologia das Células

A morfologia das células MC3T3 pré-osteoblasticas de rato, principais
responsaveis pela formacdo da matriz mineralizada do tecido 6sseo’'!, que foram
cultivadas sobre o poliestireno (Controle) e sobre as membranas de nanofibras de
acetato de celulose, eletrofiadas a partir de solugdes de CA em Acido Acético/Agua
(VC1), pode ser visualizada através das fotomicrografias obtidas por MEV (figura 35).

A figura 35 é uma imagem representativa de 72 horas de exposi¢cao do material
em cultura de células, mostrando a aderéncia das mesmas na superficie da membrana.
Em particular, as células apresentaram maior rendimento na superficie da amostra de
acetato de celulose (figura 35b) do que na superficie do poliestireno (figura 35a). Em
todos as membranas, as células apresentaram-se aderidas a superficie com morfologia
poliédrica.

eyn | Mag= 1.88 K X LRAC/FEQ/UNICAP 17 wi

Figura 35: Micrografias eletrénicas de varredura mostrando culturas de células MC3T3 em (a)
poliestireno ,(b) membrana de nanofibra de acetato de celulose.

Na membrana de acetato de celulose (figura 35b), a topografia da superficie nao
foi homogénea e apresentou rugosidade quando comparado com o controle de
poliestireno. Provavelmente isto ocorreu devido a membrana de acetato de celulose
apresentar uma superficie irregular devido a rede de fibras.
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4.2. Membranas de CA com Farmaco Sulfato de Gentamicina

4.2.1. Eletrofiacao das membranas com Sulfato de Gentamicina

Na tabela 14 podemos verificar os melhores resultados obtidos para o diametro
das nanofibras, incorporadas com o farmaco e preparadas conforme as condicées da
tabela 1 (vide materiais e métodos).

Tabela 14 - Diametro médio das nanofibras de CA nas membranas apds incorporagcao do
farmaco.

Diametro médio (nm)

Solucéao 6% Gentamicina 60% Gentamicina

18% CA em Acido Acético/Agua (75:25

17050 400£70
m/m)
17% CA em Acetona/Agua (85:15 m/m) 3400+710 920+640
17% CA em DMAc/Acetona (1:2 m/m) 5101140 4104150
15% CA em DMAc/Acetona/Agua

490170 400+120

(32:63:5 m/m)

Avaliando-se os resultados da tabela 14, pode-se verificar que para as solucoes
de acido Acético/Agua e Acetona/Agua a concentracdo de gentamicina teve uma
grande influéncia nos resultados de didmetro médio da nanofibra em comparacdo com
os resultados obtidos para as solucdes de DMAc/acetona e DMAc/Acetona/Agua. Neste
segundo caso, a concentracdo de sulfato de Gentamicina ndo apresentou grande
influéncia no didametro médio da nanofibra obtida. Estas variacbes serdo explicadas

com maiores detalhes a sequir.
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A membrana obtida com a solugdo polimérica de 18% de CA com Acido
Acético/Agua e 6% de farmaco pode ser verificada na figura 36(a), e com 60% na figura
36(b).

7-Jun-2011 |1Bpm Mag= 5.60 K X 7-Jun-2011

LRAC/FEQ/Unicanp LRAC/FEQ/Unicanp

Figura 36: Imagens de MEV das membranas de nanofibras, aumento de 5000x, obtidas a partir
de solucdes poliméricas de 18% de CA em Acido Acético/Agua com incorporagao de 6% (a) e
60% (b) de Sulfato de Gentamicina, nas condicdes idealizadas.

Observando-se a figura 36 podemos verificar que com o0 aumento da
concentragdo de sulfato de gentamicina na membrana, obtivemos uma redugdo no
numero de contas e defeitos. Também se verifica que um aumento na concentragéo do
farmaco foi acompanhado de um aumento no didmetro das fibras, porém manteve-se o
valor abaixo de 500 nm, que é o limite maximo desejado neste trabalho. Interessante
notar que as membranas com o farmaco apresentaram-se melhores que as membranas
sem a incorporagdao do mesmo, com pequeno numero de defeitos como observado na
figura 36(b).

Para entendermos os resultados obtidos com a incorporacdo do sulfato de
Gentamicina mediu-se a condutividade das solugbes poliméricas com farmaco, o que
pode ser verificado na tabela 15.
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Tabela 15 - Condutividade das solugdes poliméricas de CA apds incorporagao do farmaco.

Condutividade (uS)

Soluciao Sem Gentamicina 6% Gentamicina 60% Gentamicina
18% CA em Acido Acético/Agua

56,1 101,4 306,0
(75:25 m/m)
17% CA em Acetona/Agua (85:15

12,9 17,9 20,8
m/m)
17% CA em DMAc/Acetona (1:2 m/m) 8,1 8,1 6,2
15% CA em DMAc/Acetona/Agua

8,7 8,0 7,6
(32:63:5 m/m)
Agua Deionizada 1,8 1830,0 8510,0

Através dos dados da tabela 15, verifica-se que a adicdo de sulfato de
Gentamicina aumenta significativamente a condutividade da solucdo de CA em acido
Acético/Agua. Este aumento na condutividade justifica a melhora na membrana apés a
incorporagdo do farmaco. Conforme citado na literatura por Ramakrishna et al.”, se a
condutividade da solucao polimérica aumenta, mais cargas podem ser carregadas pelo
jato e, como consequéncia, ocorrera maior estiramento da fibra com menor formacgao de
contas.

Na figura 37, podemos observar as amostras de membranas obtidas com a
solucdo polimérica de 17% de CA em Acetona/Agua e incorporacdo do farmaco em 6 e
60%. Neste sistema de solvente, nas condi¢cdes descritas na tabela 1, ndo foi possivel
fiar em nenhuma das duas concentracdes do farmaco, ndo se obtendo formacédo de
membrana. Dessa forma, manteve-se a concentracao de CA constante, e realizou-se
pequenos ajustes na voltagem aplicada e distancia agulha-coletor, até observar-se a

formacao da membrana.
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Figura 37: Imagens de MEV das membranas de nanofibras, aumento de 5000x, obtidas a partir
de solugdes poliméricas de 17% de CA em Acetona/Agua com incorporacéo de: (a) 6% de
farmaco com V =15kV e D = 10 cm; (b) 60% de farmacocom V=15kVe D =7 cm.

Observando-se a figura 37, pode-se verificar que com o aumento da
concentragdo de sulfato de Gentamicina na membrana, obteve-se uma reducéo
significativa na largura das nanofibras, que passaram de uma média de 3,14um para
0,92um, ou seja uma reducao de 71%. Porém, o aspecto da membrana (presenca de
defeitos) e a homogeneidade no didmetro das fibras ndo foram mantidos, o que
significa um decréscimo na qualidade do material.

Através dos dados de condutividade da solugdo de CA em Acetona/Agua,
verificados na tabela 15, nota-se que a adicdo do farmaco também incrementou os
valores de condutividade da mesma, porém nao tanto quanto para a solugédo de acido
Acético/Agua. Este aumento, porém foi o suficiente para alterarmos o comportamento
da solucédo e consequentemente a caracteristica da membrana. Novamente conforme
citado na literatura por Ramakrishna et al.’, se a condutividade da solucdo polimérica
aumenta, mais cargas podem ser carregadas pelo jato e, como conseqliéncia, ocorrera
maior estiramento da fibra e aumentara a probabilidade de fiboras com menor didmetro.
Segundo o mesmo autor’, a voltagem critica para ocorrer a eletrofiagido diminui quando
aumentamos a condutividade. Esta afirmagéo foi verificada no nosso experimento, pois
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nao foi possivel iniciar a eletrofiagdo com a voltagem de 25 kV como foi determinado
no teste sem farmaco, e sim reduzi-la para 15kV.

Outro efeito do aumento das cargas, também citado na literatura pelos mesmos
autores acima, é a grande instabilidade no cone de Taylor formada devido ao aumento
da condutividade da solucao; como resultado temos um aumento na area de deposicao
das fibras. Este fator pode ter contribuido para que as nanofibras obtidas néao
apresentassem homogeneidade no didmetro.

Quando se utilizou a solucado polimérica de 17% de CA em DMAc/Acetona,
obteve-se as membranas ilustradas na figura 38. Neste caso também foi necessario
alterar as condicdes iniciais descritas na tabela 1, pois nestas condi¢des nao ocorreu
formagéao de fibras. Deste modo, manteve-se a concentragdo de CA em 17% e alterou-
se a voltagem e a distancia agulha-coletor até observar-se o inicio de formacao das

membranas.

Mag= 5.60 K X 7-Jun-2011|
LRAC/FEQ/icanp |

Figura 38: Imagens de MEV das membranas de nanofibras, aumento de 5000x, obtidas a partir
de solugdes poliméricas de 17% de CA em DMAc/Acetona com incorporagao de: (a) 6% de
farmaco com V =15kV e D = 10 cm. (b) 60% de farmacocomV =10kVe D =7 cm.

Quando analisamos a figura 38 verificamos que com o aumento da concentracao
do farmaco ocorreu uma redugao no diametro das nanofibras, mantendo-se o aspecto
da membrana sem defeitos e com boa homogeneidade na distribuicdo de valores de
didmetro. Neste caso ocorreu uma diminui¢cdo no diametro da fibra de 19%.
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Observando-se os resultados da tabela 15, a condutividade da solucdo de CA
em DMAc/Acetona diminuiu com um aumento significativo da quantidade do farmaco.
Esta diminuicdo da condutividade pode ser resultado da barreira fisica criada pelo
sulfato de Gentamicina nesta solugdo com concentracao de 60%, ja que 0 mesmo nao
se solubiliza na solugéo ( € insoluvel nestes solventes, e solUvel apenas em agua) e sim
apenas se dispersa. Assim, a reducao da condutividade ajudou na obtencéo de fibras
com menores didmetros.

Comparando-se a membrana com o farmaco (figura 38) e a preparada
anteriormente sem o mesmo (figura 25) observa-se que ocorreu um aumento no
didametro da fibra que era de 0,29 um sem farmaco e passou a 0,41 um com farmaco,
porém mantendo-se dentro do desejado deste trabalho. Como ja citado anteriormente,
foi verificado na literatura de Ramakrishna et al.’, que se a condutividade da solucdo
polimérica diminui, menos cargas podem ser carregadas pelo jato e, como
consequéncia, ocorrera menor estiramento da fibra e aumentara a probabilidade de
fibras com maior diametro, que foi verificado no experimento realizado.

Quando se utilizou a solugdo polimérica de 15% de CA em DMAc/Acetona/Agua,
membranas com boa formacao foram obtidas conforme mostrado na figura 39. Neste
caso foi possivel manter as condicbes idealizadas, apresentadas na tabela 1, ndo

sendo necessario nenhum ajuste dos parametros.

‘." "A .4
4 P 777 7 ]
1pn LRAC/FEQ/UNICAMP 12-Apr-2011

Mag= 10.00 K X LRAC/FEQ/UNICAMP 16-Mar-2011

Mag= 10.60 K X

Figura 39: Imagens de MEV das membranas de nanofibras, aumento de 10000x, obtidas a
partir de solugdes poliméricas de 15% de CA em DMAc/Acetona/Agua com incorporagao de
6% (a) e 60% (b) de Sulfato de Gentamicina, nas condi¢des idealizadas.
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Através dos resultados apresentados na tabela 14, e comparando-se as imagens
da figura 39, pode-se observar que com 0 aumento da concentracdo do farmaco nao se
obteve grandes variagdes no aspecto da membrana, no didmetro e na homogeneidade
das nanofibras. Isto demonstra que este sistema apresenta-se estavel, onde podemos
variar a concentracdo do farmaco sem perdermos a qualidade do material. Este aspecto
€ muito importante dentro do objetivo desejado do trabalho, pois poderemos ter
flexibilidade na faixa de trabalho do material, sem prejuizo das caracteristicas do
mesmo.

Novamente confrontando estes resultados com os obtidos para a condutividade
da solucao, tabela 15, nota-se que a condutividade também diminuiu com a adicao do
farmaco, porém em propor¢cao menor que a ocorrida para a solucao de DMAc/Acetona.
Este comportamento pode ser resultado da barreira fisica criada pelo sulfato de
Gentamicina nesta solucdo, ja que este fa&rmaco ndo se solubiliza em solventes
organicos, mas € altamente soluvel em agua. Temos uma pequena quantidade de agua
neste sistema (5%) e uma grande quantidade de sulfato de gentamicina, dessa forma a
quantidade de agua nao é suficiente para solubilizar todo o farmaco. Dessa forma o
excesso do farmaco cria essa barreira fisica dificultando a condutividade. O efeito na
condutividade neste caso foi menor, devido a pequena proporcdo de agua no sistema
de solvente (5%) que ajudou a equilibrar o efeito de barreira do farmaco com o efeito do
aumento da condutividade, devido a pequena parte deste solubilizado em agua.
Portanto, a variacdo da condutividade nao foi significativa a ponto de alterar as
caracteristicas da solucao e, consequentemente, da membrana formada.

Comparando-se estas membranas (figura 39) com as iniciais sem adicdo do
farmaco (figura 28) observa-se um aumento no didmetro médio da fibra de 0,36 um
para 0,41um, o que nao se apresenta significativo, devido ao desvio observado em
cada caso. Também, neste caso, ndo se observa prejuizo no aspecto da membrana
que se manteve homogéneo e sem a presenca de defeitos. Dessa forma, neste
sistema, a adi¢ao do sulfato de Gentamicina nao alterou as caracteristicas do mesmo.

Com base nos resultados apresentados neste item, escolheu-se o sistema com
15% de CA em DMAC/Acetona/Agua para preparagdo das membranas utilizadas nos
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testes de liberacdo controlada. Este sistema apresentou-se estavel, nado tendo
influéncias no processo de eletrofiacdo relacionada a concentracdao do farmaco,
apresentou diametro das nanofibras dentro do esperado menores que 500nm e

membranas com boa formacao e facil manuseio.

4.2.2. Testes de Liberacao Controlada de Sulfato de Gentamicina

Como ja citado anteriormente para o teste de liberagdo controlada de sulfato de
Gentamicina nas membranas de acetato de Celulose, escolheu-se a solucao polimérica
de 15% de CA em DMAc/Acetona/Agua (32:63:5), utilizando-se como condicdes de
processo 15kV de tensao aplicada, 10 cm de distancia entre agulha e coletor e vazao
de 1 ml/h. Definiu-se 50% como concentracdo desejada de farmaco na membrana (com
base no CA), devido a limitagdes na analise de determinacdo quantitativa da

gentamicina.
4.2.2.1. Construcao da Curva de Calibracao

Antes do inicio do teste de liberacdo controlada, foi necessario o
desenvolvimento de um método de andlise para determinacao quantitativa do farmaco
sulfato de Gentamicina. Reproduziu-se um método ja estabelecido na literatura por
Frutos et al. '® A andlise baseia-se em uma medida indireta através de determinagéo
da absorbancia em UV Vis conforme ja citado anteriormente.

A curva de calibragdo obtida pode ser verificada na figura 40, onde nota-se uma
relacdo linear da concentracado de sulfato de Gentamicina com a absorbancia na faixa
de 5 a 100 pg/ml. A equacéao da reta obtida pode ser descrita como (Eq. 15):

[Gent] = 0,0038 * Abs + 0,0011 (Eqg. 15)
Onde :

[Gent] = Concentracao de sulfato de Gentamicina (%)

Abs= Absorbancia
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Figura 40: Curva de Calibragao obtida por UV-Vis para o Sulfato de Gentamicina em solugéao
tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4.

Esta equacao obtida foi utilizada para a determinagcéao quantitativa do farmaco, no
teste de liberagdo das membranas de nanofibras, como sera visto nos préoximos itens. O
valor de R? obtido de 0,9993, para esta curva, nos indica que a equacgdo pode ser
utilizada com confiabilidade no teste de liberacdo dentro desta faixa de concentragao.

4.2.2.2. Comparativo: membrana nanofibras versus membrana “casting”

A imagem da membrana de nanofibra de acetato de celulose com 50% de sulfato
de gentamicina utilizada para o teste de liberacdo pode ser verificada na figura 41 e a
imagem de MEV da mesma para pode ser verificada na figura 42. Esta membrana foi a
utilizada em todos os testes de liberacdo controlada e resultante dos estudos anteriores
para a determinacdo das melhores condicbes para obtengcdo das nanofibras. Pode se
verificar que a mesma apresenta uma boa distribuicdo das nanofibras, sem a presenca
de defeitos e com valor de diametro dentro do desejavel, cujo valor médio foi de 260
nm.

92



Figura 41: Membranas de nanofibra de acetato de celulose com 50 % de sulfato de

Gentamicina

-

2un Mag= 18.00 K X 8-Sep-2011
EHT (M)=20.88 kV I Probe= 208 pA LRAC/FEQ/UNICAMP

Figura 42: Membrana de nanofibras de Acetato de Celulose com incorporacao de 50% de
Sulfato de Gentamicina, aumento de 10000x.

Com o intuito de se analisar a influéncia do método de obtencao das membranas

na liberagdo do farmaco foi realizado um teste de liberacdo comparativo entre a

membrana de nanofibra e uma membrana “casting”. Na figura 43 pode ser verificado a

membrana casting que foi utilizada no teste de liberagdo. A curva de liberagédo obtida
para este caso pode ser verificado na figura 44.

93



EHHHHHH[IH;,HH

Figura 43: Membranas “casting” de acetato de celulose com 50 % de sulfato de Gentamicina.

Pode-se verificar observando a figura 44 que nao houve diferenga no perfil de
liberagdo entre a membrana de nanofibra eletrofiada e a membrana “casting”. Em
ambos os casos podemos observar um efeito burst nas primeiras 2 horas, com uma
liberacdo de aproximadamente 50% do total de farmaco adicionado a membrana.

Provavelmente isto ocorreu por ser o farmaco altamente solivel em &agua, o que
facilitou sua migracao da matriz para 0 meio aquoso.
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Figura 44: Curva de liberacdo para Sulfato de Gentamicina no teste comparativo entre
membrana de nanofibra e membrana casting.

94



O comportamento semelhante nestes dois casos nos mostra que a difusdo do
farmaco foi independente do método de obtengdo da membrana e de suas morfologias,
por se tratar de uma molécula de baixo peso molecular e por ndo ter afinidade com a
matriz. Assim, as caracteristicas de liberacdo da droga ficam mais dependentes de
quao bem o farmaco é encapsulado dentro da nanofibras resultante. Portanto, o efeito
burst foi verificado nos dois casos, o que motivou a seqiéncia de estudos com

membranas revestidas, como abordado no proximo item.

4.2.2.3. Teste de Liberacdao: Membranas nanofibras versus membranas
revestidas

As membranas de nanofibras de acetato de celulose com farmaco sulfato de
Gentamicina foram revestidas com 3 materiais, conforme ja descrito no item 3.3.4,
Eudragit® L100, HPMC e nanofibra sem farmaco. Imagens de MEV das membranas
foram realizadas com o objetivo de verificar se as nanofibras nao colapsaram e
mantiveram-se na estrutura inicial, bem como verificar se o revestimento modificou a
morfologia das membranas.

Na figura 45 pode ser verificado a imagem da membrana de nanofibra de acetato
de celulose com 50 % de sulfato de Gentamicina, revestida com nanofibra que foi
utilizada no teste de liberagao.

Na figura 46 pode-se verificar a imagem da membrana revestida com HPMC e na
figura 47 a imagem de MEV da mesma. Observa-se que a estrutura da fibra foi mantida,
porém a membrana se mostrou mais compacta que aquela nao revestida, como na

figura 28.

95



[T

| |HH1‘HH||H2

T
HH[HI;'HH] I LHlHHHH,IH;,HII[HI:”HH[I

Figura 45: Membranas de nanofibras de acetato de celulose com 50 % de sulfato de
Gentamicina revestidas com nanofibras sem farmaco, sendo: (a) membrana finalizada, (b)
membrana parcialmente revestida.
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Figura 46: Imagem da membranas de nanofibra de acetato de celulose com 50 % de sulfato de
Gentamicina, revestida com HPMC.

O revestimento com Eudragit® L100, como visto na figura 48, apresentou um
recobrimento espesso e completo da membrana, com a formacdo de uma camada
homogénea na superficie da mesma. Entretanto, para surpresa as nanofibras nao
colapsaram como pode ser visto da figura 48(b). Um corte ha membrana seguido de
andlise por MEV mostra a estrutura das nanofibras imersas na massa do revestimento
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compacto. Na imagem da figura 49 podemos verificar a membrana revestida com
Eudragit® L100 que foi utilizada para a imagem de MEV e neste teste de liberacao.

N 1
2pn Mag= 5.00 K X
EHT (M)=208.88 kV I Probe= 208 pA

8-Sep-2011
LRAC /FEQ/UNICAMP

Figura 47: Membrana de CA com 50% de sulfato de gentamicina revestida com HPMC,
aumento de 5000x .
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Figura 48: Imagem de MEV da membrana de Nanofibra de CA com 50% de Sulfato de
Gentamicina revestida com Eudragit® L100. (a) Imagem da parte superior da membrana,
aumento de 1000 vezes e (b) detalhe da parte inferior da membrana mostrando as nanofibras
recobertas com a massa do revestimento, aumento de 2000 vezes.
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Figura 49: Membranas de nanofibra de acetato de celulose com 50 % de sulfato de
Gentamicina, revestida com Eudragit® L100.

A curva de liberacao obtida neste teste comparativo pode ser verificada na figura
50.
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Figura 50: Resultado do teste de liberacao de sulfato de gentamicina das membranas de
nanofibras de CA, com e sem revestimentos.

Observando-se a figura 50 pode-se verificar que a membrana sem revestimento
apresentou o maior efeito burst com liberacdo de aproximadamente 55% do total do
farmaco na primeira hora do teste. As membranas revestidas com HPMC e com

Eudragit® L100, apresentaram um efeito burst menor, com liberacdo de
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aproximadamente 40% do farmaco na primeira hora do teste. Porém, para a membrana
revestida com a propria nanofibra sem farmaco, na primeira hora do teste ocorreu a
liberagdo de apenas 20% do total do farmaco. A liberagédo de 50% do total do farmaco
ocorreu nas primeiras 10 horas, sendo que nas outras membranas este valor foi obtido
no maximo nas 2 primeiras horas do testes. Este resultado, considerado excelente,
mostrou que é possivel reduzir o efeito burst, de acordo com o tipo de revestimento
utilizado, abrindo uma oportunidade para se desenvolver dispositivos de liberacao
controlada programada para cada caso.

O melhor resultado obtido, provavelmente se deve, a boa barreira formada pela
membrana de nanofibra sem farmaco, que atuou como um filtro fisico, retardando a
difusdo das moléculas do farmaco para o meio. Este filtro apresentou-se mais eficiente
que os demais revestimentos utilizados e foi o escolhido para a continuacdo desta
pesquisa.

O HPMC é soluvel em agua a 80T e o teste foi realizado a 37C, portanto a
uma temperatura abaixo da sua completa solubilizacdo, assim, essa solubilizacao
parcial do HPMC foi responsavel pela sua baixa eficiéncia. O retardo do efeito burst na
primeira hora do teste (aproximadamente 10%) comparado a membrana sem
revestimento, provavelmente se deve ao tempo de atuacdo do HPMC como
revestimento, antes da sua completa solubilizago.

O Eudragit® L100, por sua vez, apresenta dissolucdo em pHs acima de 6, e o
teste foi conduzido em solugcédo tampéo fosfato pH=7,4. Este tipo de revestimento cobriu
totalmente a membrana, como pode ser verificado na figura 49. Dessa forma, esperava-
se que ele se apresentasse como um revestimento eficiente. Entretanto a barreira fisica
do revestimento foi solubilizada rapidamente pelo pH da solucdo no qual o teste foi
realizado (pH 7,4), o que justificaria um efeito semelhante ao obtido com o HPMC, ja
qgue os valores de liberacao na primeira hora sao muito préximos, sendo a do Eudragit®
L100 um pouco menor, provavelmente pela espessura maior do revestimento
comparado com HPMC. Esperava-se uma dissolucado mais lenta do revestimento
retardando a liberacao do farmaco.
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A membrana revestida com nanofibra apresenta-se, como um material de grande
flexibilidade quanto ao tempo de retencdo do farmaco. Provavelmente, sera possivel
controlar o tempo de liberacdo do mesmo, pela espessura da camada de nanofibra do
revestimento. Com isso, dependendo do tempo de atuacao desejado para o farmaco,
podemos modular a membrana para o fim desejado.

4.2.3. Analise Microbioldgica

Para confirmar a acdo do farmaco na membrana, e garantir que o processo de
eletrofiagdo nao inibiu a eficacia do mesmo foi realizado um teste utilizando-se uma
bactéria gram-positiva, uma gram-negativa e um fungo.

Os resultados obtidos para a inibigao do crescimento das bactérias podem ser
verificados nas figuras 51, 52 e 53, para a S aureus, E. Coli e C. Albicans,
respectivamente. Nas figuras 51 e 52 pode-se verificar o halo de inibicado formado.
Como era de se esperar para a C. albicans, figura 53, o resultado foi negativo nao
ocorrendo a formacao do halo de inibi¢cdo, pois o sulfato de Gentamicina ndo apresenta
acao antifungica e sim bactericida.

Figura 51: Halo de inibigdo S Aureus, nas membranas de nanofibras de CA incorporadas com
10% (1), 25% (2) e 50% de Sulfato de Gentamicina(3) comparadas com controle (nanofibra
sem farmaco) (4 e 5).
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Figura 52: Halo de inibigdo E. Coli, nas membranas de nanofibras de CA incorporadas com
10% (1), 25% (2) e 50% de Sulfato de Gentamicina(3) comparadas com controle (nanofibra
sem farmaco) (4 e 5).

Figura 53: Halo de inibigdo C. Albicans, nas membranas de nanofibras de CA incorporadas
com 10% (1), 25% (2) e 50% de Sulfato de Gentamicina(3) comparadas com controle
(nanofibra sem farmaco) (4 e 5).

O halo de inibicao para bactéria S. aureus é mais evidente que o verificado para
a bactéria E. coli. Esta caracteristica € devido ao sulfato de gentamicina apresentar
uma caracteristica bactericida para o S. aureus que é uma bactéria gram-positiva,
assim o farmaco apresentou um efeito letal para a bactéria. No caso da bactéria E. coli
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(gram-negativa) o sulfato de gentamicina apresentou uma agéo bacteriostatica apenas
inibindo seu crescimento e sua duplicacdo mas nao provoca a sua destrui¢ao.

A célula de uma bactéria gram-positiva € circundada pela parede celular onde se
encontra o peptidioglicano. O peptidioglicano é formado por cadeias dissacaridicas,
ligadas entre si através de pontes peptidicas. Internamente a parede celular existe a
membrana plasmatica formada por dupla camada de fosfolipidios e proteina, onde toda

a energia da célula é produzida''®

, verificar em Anexos a estrutura da parede celular de
uma bactéria gram-positiva.

A célula de uma bactéria gram-negativa além de apresentar as estruturas da
gram-positiva, possui uma membrana externa a parede celular com dupla camada de
lipidios, contendo proteina, semelhante a membrana plasmatica, possuindo também

polissacarideos que diferem nas diferentes cepas de bactérias. Entre a
membrana externa e a membrana plasmatica existe o espaco periplasmatico que

contém enzimas e outros componentes’ 2

, verificar em Anexos a estrutura da parede
celular de uma bactéria gram-negativa.

Portanto, a complexidade da membrana externa da bactéria gram-negativa
também dificulta a penetragdo de antibidticos, sendo que alguns destes sdao menos
ativos contra gram-negativos do que contra gram-positivos, o que explica a diferenca na
acao bactericida e bacteriostatica do Sulfato de Gentamicina para as duas bactérias

testadas.

Tabela 16 - Tamanho do halo de inibigdo nos testes anti-microbianos em funcéo da
concentracao de Farmaco.

Tamanho médio do Halo de Inibicao (mm)

Quantidade Farmaco na

P S. Aureus E. Coli
10% Gentamicina 29,38 20,26
25% Gentamicina 30,96 23,07
50% Gentamicina 34,48 25,17
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Pode se verificar visualmente nas figuras 51 e 52, e também na tabela 16, um
aumento no didmetro do halo de inibicdo com o0 aumento da concentracao de sulfato de
Gentamicina na membrana, indicando o aumento da eficiéncia da membrana com o
aumento da concentracao do farmaco.

Com base nos resultados obtidos, pode-se verificar que as membranas de CA,
incorporadas com o farmaco sulfato de Gentamicina, apresentaram a acao
antibacteriana esperada. O processo de eletrofiacdo ndo influenciou na forma de
atuacao do farmaco, ja que o0 mesmo manteve-se eficaz apds ter sido submetido a altas
voltagens utilizadas no processo.
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5. CONCLUSOES

. Em todas as condi¢cdes de processamento e sistemas de solventes testados foi
possivel obter-se fibras como mostram as imagens de MEV, porém com diferentes
didmetros e estruturas.

. Nas membranas sem incorporacdo do farmaco, verificou-se que 0s menores
didmetros da fibra e os melhores aspectos da membrana nanoestruturada foram
obtidos com as solugdes de DMAc/Acetona (1:2) e DMAc/Acetona/Agua (32:63:5).

. As mesmas apresentaram condutividades mais baixas, indicando que para a faixa
de parametros estudado, uma menor condutividade proporcionou melhores
resultados quanto ao didmetro da fibra e ao aspecto das membranas.

. A tensdo superficial e a viscosidade ndo se mostraram significativas nestes
resultados, comparando-se sistemas diferentes.

. A concentracao das solugcbes se mostrou muito significativa em comparagcéo aos
demais fatores estudados, dentro de cada sistema de solvente. Em alguns casos a
extrapolagdo dos resultados para valores fora do estudado foi possivel, com a
obtencao de melhores resultados.

. Estudo reoldgico realizado tornou possivel observar que as solugdes que
apresentaram melhor formacédo de membrana dentro da faixa trabalhada, foram as
gue mostraram viscosidades menores e perfil mais préximo do Newtoniano. Os
testes de Citotoxicidade mostraram que as membranas produzidas apresentam-se
biocompativeis podendo ser utilizados na area da sautde como membranas intra e
extracorpéreas.

. Para as membranas com incorporacao do farmaco, a solucao de 15% de CA em
DMAc/Acetona/Agua eletrofiadas com vazao de 1ml/h, 15 kV e 10 cm de distancia
entre agulha e coletor, apresentou-se como um sistema estavel. Neste sistema a

concentragdo do sulfato de Gentamicina n&o influenciou no processo de
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eletrofiacdo produzindo membranas com boa homogeneidade e diametro das
nanofibras menores que 500nm como desejado.

. O processo de eletrofiacdo nédo inibiu a eficacia do farmaco, conforme comprovado
no teste antimicrobiano, ocorrendo a formacdo do halo de inibicdo tanto na
bactéria gram-positiva como na gram-negativa.

. No teste de liberagdo controlada do farmaco ap6s 10 horas de teste, as
membranas revestidas com nanofibras apresentaram-se mais eficazes do que os
demais revestimentos testados, reduzindo o efeito burst na primeira hora, de 50%
para 20% de liberacao do farmaco.

Com este estudo, pode-se obter um conhecimento completo do funcionamento
de cada sistema de solvente, na eletrofiacdo de membranas nanoestruturadas de
Acetato de Celulose; e dependendo do farmaco o qual se deseja incorporar na
membrana, sera possivel escolher o sistema de solvente mais adequado quanto a
solubilidade e a interagdo quimica e quanto a estrutura da membrana desejada.

O material final obtido neste trabalho apresenta-se eficaz como agente liberador
de Sulfato de Gentamicina, podendo ser modulado conforme a necessidade da
aplicacdo. Varias concentragcbes do farmaco podem ser utilizadas e o tempo de
liberagdo do mesmo pode ser variado dependendo da espessura do revestimento de

nanofibra utilizado.
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6. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

» Fazer estudo comparativo das caracteristicas das solu¢gées com e sem Sulfato
de Gentamicina.

» Verificar relagao entre a espessura do recobrimento de nanofibra na membrana
com farmaco e o perfil de liberagdo do mesmo.

« Desenvolver membrana com concentracao ideal de Sulfato de Gentamicina para
aplicacao topica.

» Realizar teste in vivo da eficacia da membrana no tratamento de lesées de pele.

» Realizar incorporacao de outros ativos na membrana de acetato de celulose.
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Anexo 2- Histograma para distribuicdo do didmetro das nanofibras produzidas a partir da

solucdo de 18% de Acetato de Celulose em Acido Acético/Agua (75:25)
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Anexo 3- Histograma para distribuigdo do didametro das nanofibras produzidas a partir da
solugéo de 17% de Acetato de Celulose em Acetona/Agua (85:15)
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Anexo 4- Histograma para distribuicdo do didmetro das nanofibras produzidas a partir da

solugdo de 17% de Acetato de Celulose em DMAc/Acetona (1:2)
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Anexo 5- Histograma para distribuicdo do didmetro das nanofibras produzidas a partir da

solucdo de 15% de Acetato de Celulose em DMAc/Acetona/Agua (32:63:5)
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Anexo 6- Formula molecular do Eudragit L100® .

(Fonte: http://eudragit.evonik.com/product/eudragit/en/products-services/eudragit-products/enteric-
formulations/I-100/pages/default.aspx)
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Anexo 7- Modelo da parede celular e da membrana de uma bactéria gram-positiva (A: parede
celular, B:proteina, C: fosfolipideo, D: glicolipideo, E:fosfatidil glicolipideo, F: acido lipoteicéico).
(Fonte: Jawetz et al. (1998))""
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Anexo 8 - Organizacdao molecular da membrana externa de bactérias gram-negativas (LPS:
lipossacarideo, A: proteina OmpA, PP: proteina do poro, LP: lipoproteina, PL: proteina de
ligacao de nutrientes, EPP: espago periplasmatico, PG: peptideo glicano, PT: proteina
transportadora, MC: membrana citoplasmatica). (Fonte: Jawetz et al. (1998))""2
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