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RESUMO

A ciéncia dos biomateriais e a nanotecnologia caminham juntas em busca de novas
alternativas e da melhoria das propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas dos materiais,
relacionadas a alta razdo superficie/volume e as dimensdes nanométricas que possibilitam
obter 6timo desempenho com pouca quantidade de material. Esse trabalho objetivou a
producdo de nanofibras biodegraddveis e biocompativeis a partir da solucdo de acetato de
celulose a 10(%m/m) dissolvido em sistema de acetona e dgua (4:1). A pesquisa partiu da
instalacdo de um equipamento de electrospinning e do estudo dos parametros que
influenciam o processo e a formagao de nanofibras através dessa tecnologia. Concentracdes
entre 1% e 15% dos 6leos naturais das espécies Copaifera langsdorffii € Cymbopogon
nardus com comprovadas propriedades cicatrizantes, analgésicas, antimicrobianas e de
repeléncia a insetos foram misturadas a solucdo de acetato de celulose e estudou-se a
influéncia desses compostos sobre o processo de eletrofiagdo e a estrutura das fibras
confeccionadas. Com foco no 6leo de copaiba verificou-se por cromatografia gasosa a sua
presenca nas nanofibras e foram feitos testes preliminares de viabilidade celular e
biocompatibilidade in vitro. A inten¢do futura dessa pesquisa € a aplica¢do desse material
na drea da medicina regenerativa de tecidos, como curativos e scaffolds. O material foi
caracterizado por Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Andlise Termogravimétrica (TGA), Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC),

Condutividade das solugdes e Cromatografia Gasosa (CG).

PALAVRAS-CHAVE: Eletrofiacio, Nanofibras, Acetato de Celulose, Copaifera
langsdorffii, Cymbopogon nardus, biocompatibilidade, regeneracdo de tecidos, o6leos

essenciais, scaffolds, curativos.
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ABSTRACT

The science of biomaterials and nanotechnology combine in the search of new alternatives
to improve the physical, chemical, and mechanical properties of materials associated with
the high surface area to volume ratio, and nanometer dimensions, that provide optimum
performance with small amounts of the nano-material. This study aimed to produce
biodegradable and biocompatible nanofibers from cellulose acetate at 10 (%w/w) dissolved
in acetone and water system (4:1). The research started from the installation of
electrospinning equipment and studying the parameters influencing the process and the
formation of nanofibers through this technology. Concentrations between 1% and 15% of
natural oils, such Copaifera langsdorffii and Cymbopogon nardus with proven wound
healing, analgesics, antimicrobial and insect repellent properties were mixed with the
solutions of cellulose acetate. The presence and the influence of these two oils on the
electrospinning process and the structure of the fibers prepared were evaluated. The future
intention of this work is to apply these nanofibers in the regenerative medicine field, as
bandages and scaffolds. The material was characterized by Optical Microscopy, Scanning
Electron Microscopy (SEM), Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Conductivity and Gas Chromatography (GC). Preliminary tests of cell

viability in vitro were performed.

KEY WORDS: Electrospinning, Nanofibers, Cellulose Acetate, Copaifera langsdorffii,
Cymbopogon nardus, biocompatibility, regenerative medicine, essencial oils, scaffolds,

bandages
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1. INTRODUCAO

A demanda por respostas, remédios, vacinas e meios preventivos a novas doencas
tem crescido a cada dia, como a propria sigla LOHAS sugere, “lifestyles of health and
sustainability”, busca-se hoje o bem-estar global. Através dos planos estratégicos
sustentdveis e compartilhados que trabalham com o tripé da consciéncia social, econdmica
e ambiental conjuntamente, (KIM et al., 2009), presume-se que as solucdes devam seguir
um viés ambientalmente sustentdvel, eco-friendly e que utilizem materiais naturais,

biodegraddveis e renovaveis.

Nada mais plausivel do que procurar tais solu¢des dentro da prépria natureza. Como
se sabe, a natureza tem o dom para o mundo miniaturizado, as suas estruturas mais
complexas e de maior perfeicdo estdo nanometricamente arquitetadas. Foi a partir da
observacdo e do entendimento das formas e da biogé€nese da natureza, que se criou o
conceito de biomimética (BENYUS, 2005), um ramo que tem crescido mundialmente e que
busca reproduzir materiais de alta performance com igual ou similar complexidade que a

natureza € capaz de produzir.

A esséncia da nanotecnologia é a concep¢do e a utilizacio de materiais e
dispositivos ao nivel dos dtomos, moléculas, e estruturas supramoleculares, que possuem
no minimo uma dimensao menor ou igual a 100nm. Sendo que o setor comercial permite a
mesma conotagdo para fibras menores que 500nm como materiais nanoestruturados
(RAMAKRISHNA et al., 2005). Na Figura 1 nota-se a diferenca entre os diametros de uma

fibra em escala nanométrica e um fio de cabelo humano em escala micrométrica:



Figura 1 - Comparacio entre fibras de Poli(etileno tereftalato) na escala nanométrica e um

cabelo humano na escala micrométrica (FRENOT, 2003).

Devido as pequenas dimensdes e a alta razdo de aspecto, a nanotecnologia
(TANIGUCHLI, 1974) é capaz de conferir novas propriedades aos materiais ou melhoré-las
amplamente em termos fisicos (carga de ruptura, médulo, abrasdo, resisténcia térmica);
quimicos (catalisadores, trocas idnicas, membranas); bioldgicos (antimicrobianos,

biocompatibilidade), e eletronicos (propriedades Opticas, elétricas e magnéticas).

Foi a partir dessa necessidade que esse trabalho se projetou, tomando a
nanotecnologia, a biomimética e a técnica de eletrofiacdo para a producdo de micro e

nanofibras como matérias subliminares a toda criagdo e metodologia utilizadas.

Os biomateriais tém sido largamente utilizados em sistema diagndsticos e
terapéuticos (AMARAL et al.,, 2003; LANGER et al, 2004), de natureza natural ou
sintética, podem ser usados tempordria ou definitivamente, com a finalidade de melhorar ou
substituir, parcial ou totalmente, tecidos ou 6rgaos (WILLIAN, 1987). Muitas vezes ¢é
interessantes que esses biomateriais possuam uma matriz tridimensional, porosa e
nanometricamente arquitetada para aumentar a interacdo entre as células e tecidos
(NERURKAR et al., 2007) e otimizar o papel de carreadores de funcdes bioldgicas que
ocorrem em escala molecular com alto grau de especificidade (SUI et al., 2007). O primeiro
objetivo da engenharia de tecidos para scaffolds é simular a matriz extracelular (LIAO et

al., 2006).



A eletrofiacdo, mais conhecida como electrospinning (FORMHALS, 1934), tem
recebido bastante atencdo no ramo da engenharia de tecidos, primeiramente pela facilidade
em se produzir fibras ultrafinas, com alta razdo superficie/volume sem a necessidade de
uma instrumentagdo cara e complexa (RENEKER et al., 1996); segundo por se aplicar a
uma grande variedade de polimeros, naturais e sintéticos; e terceiro pela possibilidade de se
controlar o diametro, a disposi¢do aleatéria ou alinhada dos filamentos, a porosidade e a
topografia das fibras, variando-se as condi¢des do processo (equipamento) e da solugdo

polimérica (DEITZEL et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 2005).

Os polimeros naturais disponiveis no mercado para a producdo de micro e
nanofibras podem ser de origem vegetal, animal ou microbiana (Ver Tabela 1) e as suas
propriedades sdo passiveis de serem alteradas por diferentes métodos fisicos e quimicos.
Isto permite a selecdo das propriedades desejadas tais como capacidade de absor¢do de
agua, cinéticas de degradacdo, ou propriedades mecanicas com especificagdes apropriadas a
determinadas aplicacdes (MATSUI, 2007). Muito do interesse nesses polimeros naturais
vem da caracteristica de biocompatibilidade, relativa abundancia, disponibilidade comercial

e “facil” processamento (KHANG et al., 2011).

Tabela 1 — Biopolimeros provenientes de fontes naturais.

Plantas/Algas Animais Bactérias Font

Amido (amilose, Acido hialurénico Quitina

amilopectina) Quitina Quitosana
Celulose Quitosana Xantano

Pectina Poligalactosamina
Alginato Gelano
Carraginato Dextrano
Gomas

Soja, gluten de trigo
Caseina, soro de
albumina
Sedas
Elastina
Polihidroxialcanoatos

e: KAPLAN, 1998.

Os produtos naturais celuldsicos possuem caracteristicas como a viabilidade da
utiliza¢do de micro e nanofibras, e de materiais particulados. A alta razao superficie/volume

das nanofibras produzidas faz delas um interessante veiculo para a produgdo de curativos e



scaffolds visando a cicatrizacdo e a enxertia de pele artificial, capazes de competir com
materiais sintéticos consolidados comercialmente no ramo da engenharia de tecidos

(HAYASHI, 1994).

A dificuldade em se trabalhar com a celulose pura estd relacionada a natureza
altamente cristalina e ordenada de suas cadeias o que da lugar a um problema técnico na
escolha do solvente adequado que consiga acessar as regides cristalinas e diminuir as
interacdes intermoleculares, essencial ao preparo das solucdes na eletrofiacdo. Esse fato
tornou a utilizacdo do acetato de celulose mais vidvel a pesquisa, pela facilidade de

manipulagdo e dissolucdo em solventes como acetona e dgua.

Nos ultimos anos aumentou o ndmero de pesquisas que buscam métodos para
funcionalizar ou tornar as nanofibras bioativas (JI, 2011), seja através da adi¢do de
biomoléculas, agregando as propriedades fisicas dos scaffolds as propriedades bioldgicas de
fatores de crescimento (VENDRAMIN et al. 2006) ou genes terapéuticos (LUU et al.,
2003) ou através da técnica de eletrofiacdo coaxial (ZHANG et al., 2006), onde dois ou
mais componentes podem ser eletrofiados por diferentes canais de capilaridade e exercerem

sinergicamente suas fungdes.

Foi pensando na produ¢do de nanofibras bioativas que garantissem as propriedades
de biocompatibilidade, hidrofilicidade e biodegradabilidade que a idéia de incorporar 6leos
naturais e essenciais as matrizes nanofibrosas com comprovadas acdes terapéuticas,
cicatrizantes, analgésicas e antimicrobianas das espécies Copaifera langsdorffii e
Cymbopogon nardus se projetou. Portanto, além do desempenho fisico fornecido pela
escala nanométrica que oferece superficie suficiente ao crescimento celular e ao contato
entre os filamentos e da superficie porosa que beneficia a penetracdo do meio extracelular e
das préprias células no tecido; com a adicdo dos dleos, buscou-se também melhorar o

desempenho bioldgico.

O conceito de sinergia (do grego synergia, cooperagao syn, juntamente com érgon,
trabalho) se aplica a idéia desse trabalho de criar um nanocompdsito que busca unir as

qualidades dos seus diferentes componentes, onde sinergia “E definida como o efeito ativo
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e retroativo do trabalho ou esforco coordenado de varios subsistemas na realiza¢do de uma

tarefa complexa ou funcdo” (CORNING, 1983).

1.1. MOTIVACOES

O método empregado para a producdo das nanofibras foi a técnica de fiacdo
eletrostdtica, ou electrospinning, uma tecnologia incipiente no Brasil e considerada
mundialmente uma das melhores alternativas para a produgdo de nanofibras, por ser

relativamente simples e barata. (RAMAKRISHNA, 2005).

Baseado no nimero de publicagdes cientificas nesta drea e tomando como base o
nimero crescente de implantacdes da eletrofiacdo em escala mundial, tanto no campo

académico quanto industrial, esse aumento progressivo € entusiasmante a pesquisa.

Ainda, evidenciada pela sua multidisciplinaridade, o processo requer a reunido de
diferentes areas académicas, como as teorias relativas ao campo elétrico, a mecanica dos
fluidos, a eletrodindmica e a quimica e biologia dos polimeros. Dada a variedade de
disciplinas intervenientes, o comportamento do processo é considerado instdvel, pois ha
uma variedade de parametros que o influenciam e que devem ser estudados conjuntamente

ja que sao interdependentes.

Esta técnica primariamente foi pensada para aplicagdes na industria téxtil, que até
agora emprega preferencialmente processos de elongacdo mecanica de materiais fundidos a
determinadas temperaturas para a producdo de fios ou fibras com didmetros de
aproximadamente 10pum, como € o caso do poliéster (CHOI, 2008), enquanto a eletrofiacao
€ capaz de produzir fibras com diametros menores que 2pum (HAAS et al., 2010) Quando
propriedades como maior resisténcia mecanica ou maior estabilidade hidrodinamica sao
requeridas, € aconselhdavel o uso da eletrofiacdo ja que é uma técnica capaz de produzir
fibras com didmetros menores que 500nm e alto desempenho mecanico (KOWALEWSKI,

2005).



Posteriormente as aplicacOes téxteis surgiram motivagdes para a utilizacdo dessas
nanofibras na drea da biomedicina, como scaffolds ou curativos no campo da engenharia de
tecidos para regeneracdo cutanea, diagnoéstico, dispositivos para liberacdo controlada de
farmacos, proteses, biomembranas, etc. Essas nanoestruturas revelam caracteristicas
interessantes, nomeadamente a biocompatibilidade, a biofuncionalidade, a flexibilidade, a
degradacdo controlada e aspectos morfolégicos da superficie fibrosa, como porosidade e

tridimensionalidade (LIAO et al., 2006, VERT et al., 2008).

O aspecto inovador dessa pesquisa estd em trabalhar com O6leos naturais com
comprovadas propriedades terapéuticas e incorpord-los as nanofibras biocompativeis que

servirdo como suportes de tecidos cutaneos lesionados.

Em sintese, o fato de o projeto estar envolto num ambiente académico, ndo retira o
objetivo de expandir as funcionalidades a ambientes de produgdo industrial, dada a
oportunidade de desenvolver estruturas funcionais e diferenciadas pelos didmetros

ultrafinos das fibras.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi a instalacdo de um sistema de eletrofia¢do orientado para a
producdo de nanofibras a partir do acetato de celulose, verificando e levantando os
parametros e varidveis do equipamento e da solu¢@o polimérica que influenciam o processo
e a estrutura das fibras formadas. As nanofibras foram incorporadas com 6leos naturais das
espécies Copaifera langsdorffii e Cymbopogon nardus. Esse projeto visa a aplicacdo futura

na drea da medicina regenerativa de tecidos (scaffolds e curativos).



2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Revisdo bibliogréfica da técnica de electrospinning/eletrofiacdo;

2. Montagem e instalagdo do equipamento no laboratério, seguindo as etapas de
projeto, implementagao e controle de alguns parametros do sistema.

* O projeto refere-se a aquisi¢do dos dispositivos necessarios a montagem do
equipamento, o estudo da disposi¢ao ideal dos dispositivos na bancada, a definicao
dos parametros a ajustar continuamente durante o processamento, a identificacdo
das varidveis, e, por ultimo, o estudo dos métodos de controle adequados. Para a
automatizacao do sistema € dada a possibilidade de controlar: o fluxo de saida da
solucdo polimérica, a diferenca de potencial aplicada pela fonte de alta tensdo e a
distancia e posi¢ao da agulha relativamente ao coletor.

3. Determinacao das melhores condi¢des de processamento;

4. Andlise das diferentes metodologias de dissolu¢do da celulose pura e selecao do
acetato de celulose como matéria prima a ser utilizada no trabalho;

5. Definicdo da melhor concentracdo de acetato de celulose e do sistema de
solventes utilizado para as melhores condi¢des de processamento;

6. Incorporacdo de 1, 2, 5, 10 e 15% de concentragdo dos 6leos das espécies:
Copaifera langsdorffii e Cymbopogon nardus, as solucdes de acetato de celulose pré-
eletrofiadas;

7. Verificacdo da influéncia desses Oleos sobre o processo de eletrofiacdo e a
estrutura das fibras depositadas;

8. Caracterizagdo dos materiais produzidos quanto as suas propriedades, por:
microscopia eletronica de varredura (MEV), ensaios termodinamicos (TGA, DSC),
condutividade e Cromatografia Gasosa (CG).

9. Obtencdo de metodologia para os testes preliminares de viabilidade celular
(adesdo e proliferacdo) in vitro das nanofibras incorporadas com os 6leos naturais, visando

a aplicacao futura como scaffolds e curativos para regeneracao de tecidos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. HISTORICO DA ELETROFIACAO

Como relatado por Stanger et al. (2005) em 1500 Willian Gilbert observou que
quando uma porcdo de ambar' devidamente friccionada (acumulando forca eletrostética)
entrava em contato com uma gota de dgua sobre uma superficie seca ela se tornava conica,
essa teoria foi mais tarde complementada por Lord Rayleigh que demonstrou a

instabilidade de gotas liquidas quando na presenca de um campo elétrico.

O jato que se formava quando séries de gotas se juntavam em conseqiiéncia da
instabilidade de cargas eletrostiticas que superavam a tensdo superficial das gotas,
permitiu, em 1902 nos Estados Unidos, que John Cooley patenteasse o sistema de
electrospraying que se intitulou "Apparatus for electrically dispersing fibres”, e consiste em
uma camara preenchida com um fluido que carregado eletricamente pela aplicacao de alta

voltagem, produz fibras que sdo coletadas em uma segunda camara (JAWOREK, 2008).

O electrospinning foi patenteado em 1934 por Anton Formhals com o titulo de
“Process and apparatus for preparing artificial threads” (FORMHALS, 1934), ele utilizou o
acetato de celulose como o polimero da fiagdo e empregou como solvente, uma solugao de
acetona/dlcool a uma diferenca de potencial de 57 kV (DEITZEL, 2001-2). O primeiro
aparato desenvolvido por Formhals era composto por um reservatorio para fornecimento da
solucdo, um dispositivo coletor para o alongamento e alinhamento das fibras depositadas e
uma fonte de alta tensdo em corrente continua com dois eletrodos posicionados entre a
saida da solucdo e o coletor. Em 1944, Formhals patenteou um novo processo no qual a
solucdo de polimero se depositava diretamente sobre uma base mdvel, a partir de um
conjunto de agulhas contendo a mesma solu¢do (FORMHALS, 1944), como pode ser

observado na Figura 2:

! Ambar: género de resina féssil com propriedade de adquirir cargas elétricas pela friccdo.



Figura 2- Esquema representativo do Electrospinning proposto por Formhals (adaptado de

Formhals, 1944).

Entre 1964 e 1969, Geoffrey Taylor observou que quando um fluido era colocado
sobre um campo de alta voltagem (TAYLOR, 1964), a carga injetada produzia uma forca
oposta a tensdo superficial do liquido e quando o campo elétrico aplicado aumentava ainda

mais, a superficie da solu¢do se alongava formando um cone, chamado Cone de Taylor

(Figura 3) (POPAT, 2011).

Figura 3- Cone de Taylor. Fonte: http://www.yflow.com

Em 1971 Baumgarten iniciou estudos sobre como os parametros e varidveis do
equipamento e da soluc@o tinham influéncia sobre a estrutura e a disposi¢do das fibras,

investigando a correlacdo entre o didmetro das fibras, o comprimento do jato, a viscosidade

da solugdo, o fluxo e o gds do meio.

Doshi e Reneker em 1995 trouxeram uma visdo mais voltada para o campo da
nanotecnologia, dedicando-se ao potencial do electrospinning em produzir materiais
nanoestruturados. Doshi utilizou poli(oxido etileno) (PEO) como solucao para montar um

modelo matematico sobre a formagdo das fibras e Reneker utilizando cameras de video de
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alta velocidade, verificou como o jato se ramificava ao longo do caminho entre a agulha e o
coletor. A partir dai o nimero de publicagdes descrevendo a influéncia das condi¢des de

processamento aumentou.

3.2. A TECNICA DE ELETROFIACAO

A técnica consiste em produzir nanofibras a partir de um polimero fundido, ou de
uma solugdo polimérica eletricamente carregada, que segundo Haas et al. (2010) é capaz de
produzir fibras com diametros entre 10um e 10nm. Em geral, o sistema de deposi¢do
consiste em trés componentes basicos: uma fonte de alta tens@o em Corrente Continua (CC)
ligada eletricamente a um fluido (polimero diluido ou fundindo), um dispositivo de infusio
(“bomba”) para realizar a inje¢do do fluido armazenado numa seringa de vidro dotada de
uma agulha com ponta cortada perpendicularmente ao comprimento e um coletor de

material condutor, de cobre ou aluminio.

Através da aplicacdo de alta voltagem (5-30kV) e baixa corrente (0,1-1pA)
(PORTELA, 2010), um campo elétrico € criado entre a agulha e o coletor, a0 mesmo tempo
em que a bomba injetora forca uma determinada taxa de saida da solucdo polimérica que é
também carregada eletricamente. Quando a quantidade de cargas na solugdo §é
suficientemente grande para atingir um valor critico e superar a tensdo superficial, o Cone
de Taylor se forma na ponta da agulha, de onde se origina o jato que serd atraido por
diferenca de potencial elétrico para o dispositivo coletor, aterrado (LARRONDO et al.,
1981). No caminho entre a agulha e a placa coletora, o jato passa por uma regidao de menor
potencial e a medida que se distancia da ponta da agulha o solvente evapora e o didmetro

dos feixes reduz. Esse aparato basico do electrospinning esta mostrado na Figura 4:
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Figura 4- Esquema do aparato de eletrofiag@o. (adaptado de Dong et al., 2010).

Embora conceitualmente seja um processo relativamente simples, o electrospinning
tem desafios significativos, sendo um deles a exposicdo em ambientes industriais. Uma das
principais criticas a técnica é a baixa taxa de produtividade, quando comparada aos
processos convencionais de producdo de fibras. Sugestdes vém sendo experimentadas na
tentativa de aumentar o campo de fibras formadas, como a utilizacdo de mais seringas ou
mais agulhas acopladas a uma seringa com volumes maiores de material injetado, além da
aplicacdo de fluxos de vazdo maiores, como a 24ml/h, vazdo testada com a

policaprolactona (LIAO, 2006).

As técnicas hoje existentes para a produgdo de nanofibras sdo: drawing, templeted
synthesis, separacdo de fases, self-assembly e eletrofiacdo. A eletrofiacdo ainda ¢é
considerada a técnica mais vidvel, pois produz matrizes longas e continuas de nanofibras

com mais facilidade e por um baixo custo quando comparada as outras técnicas.

As técnicas convencionais, como a fiacdo umida (wet-spinning), a fiacdo seca (dry-
spinning) ou a fiagdo do fundido (melt-spinning) (Figura 5), produzem fibras com
diametros da ordem de 50um, podendo chegar a 2um como referenciado por Salomao
(2006). Essas técnicas dependem da for¢ca mecanica de extrusoras que bombeiam a solucao
ou o polimero fundido através de fieiras com milhares de orificios (FLEMING, 2011) e a
medida que a fibra se forma, os filamentos se solidificam ou coagulam
(SHANMUGASUNDARAM, 2004). O “dry spinning” fabrica filamentos a taxa de 200 —
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1500 m min-1, enquanto os filamentos criados pelo processo de electrospinning sao obtidos

auma taxa de 30 m min-1.

Alimentagdo

{polimero sdlido)
Madriz de facHo Ou Espinenele:

9 arific