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RESUMO

ESTUDO DO PROCESSO DE ELETROFIAQAO DE MICRO/NANOFIBRAS DE
POLIMEROS BIODEGRADAVEIS PARA LIBERACAO DO ANTIBIOTICO
CLOXACILINA. A mastite bovina € uma doenca ocasionada por um processo
inflamatoério decorrente da contaminacdo por alguns tipos de bactérias e fungos
provenientes do ambiente. Esta doenca afeta principalmente o rebanho bovino
leiteiro, trazendo prejuizos financeiros aos produtores rurais por meio da diminuicao
da producao de leite pelo rebanho. Neste trabalho foram desenvolvidas membranas
poliméricas flexiveis biodegradaveis contendo antimicrobiano visando a utilizacdo
em sistemas de liberacdo de farmaco para aplicacdo topica contra bactérias Gram-
positivas causadoras da mastite. A técnica de eletrofiacdo foi empregada na
producdo das membranas constituidas fibras micro/nanométricas, cuja atividade
antimicrobiana foi promovida pela adicdo do antibidtico b-lactamico Cloxacilina
(CLOX) na solucdo polimérica. Fibras da blenda PBAT (poli-(butileno adipato-co-
tereftalato))/PLA (poli(acido lactico)) com CLOX (ECNF_CLOX) foram caracterizadas
por espectroscopia FTIR, microscopia eletrdnica de varredura (MEV), angulo de
contato, calorimetria diferencial (DSC), analise termogravimétrica (TGA) e
espectroscopia de fotoelétrons (XPS). As cinéticas de liberacao foram realizadas em
solugbes tamponadas de pH = 7,3 e pH = 5,5. A determinagdo quantitativa da
guantidade de CLOX liberada foi monitorada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Os resultados mostraram uma rapida cinética de liberacdo em
pH=7,3 e um liberacao lenta para pH=5,5. A capacidade de liberagcdo média para as
duas membranas contento CLOX foi de 70% em pH neutro e apenas de 12% em pH
acido. Esta liberagéo rapida esta de acordo com o arranjo do farmaco previsto pela
técnica de XPS que sugere uma distribuicdo de farmaco proxima a superficie das
fibras. Ensaios microbiolégicos contra S. aureus comprovaram a acao bactericida e
bacteriostatica das membranas contendo CLOX, evidenciando sua capacidade para

desenvolver sistemas de liberagéo de farmaco.



Xi

ABSTRACT

STUDY OF ELECTROSPINNING PROCESS OF BIODEGRADABLE POLYMERS
MICRO/NANOFIBERS FOR CLOXACILLIN ANTIBIOTIC RELEASE. Bovine mastitis
disease is caused by some class bacteria and fungus from the environment, which
affects the dairy cattle herd. This disease can cause financial damage to farmers by
reducing cattle milk production. In this work we developed biodegradable flexible
polymer mats added with antibiotic aiming at producing antibiotic release systems for
use topical against Gram-positive bacteria that causes mastitis. The electrospinning
technique was employed to produce the micro/nanofibers, which the antimicrobial
activity was promoted by the addition of the b-lactam antibiotic Cloxacillin (CLOX) in
polymer solution. PBAT (poly(butylene adipate-co-terephthalate)/PLA (poly(lactic
acid)) blend fibers with CLOX (ECNF_CLOX) were characterized by FTIR
spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM), contact angle, differential
scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA) and X-Ray
photoelectron spectroscopy (XPS). Release kinetics were performed in buffered
solutions of pH = 7.3 and pH = 5.5. Quantitative determination of the released CLOX
concentration was monitored by high performance liquid chromatography (HPLC).
The results showed rapid release kinetics at pH = 7.3 and prolonged release at pH =
5.5. The mean release capacity was 70% at neutral pH and only 14% at acidic pH.
This rapid release is in accordance with the arrangement of the drug according to
XPS technique, suggesting that the drug distribution is close to the surface of the
fibers. Microbiological essay against S. aureus indicated the bactericidal and
bacteriostatic effects of CLOX-containing fibers, suggesting its potential for designing

drug release systems.



1- INTRODUCAO

Os impactos ambientais da utilizacdo incorreta de antibioticos, aliados
a falta de saneamento basico sdo uma preocupacdo mundial, tendo como um dos
resultados negativos a aceleragdo do processo evolutivo de resisténcia
antimicrobiana® ®. Em decorréncia disso, a OMS (Organizacdo Mundial da Salde)
recomendou que 0s seus paises associados desenvolvessem um Plano de Acéo
Nacional de Prevencéo e Controle de Resisténcia aos Antimicrobianos. No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) foi responsavel pelo
desenvolvimento do plano, dividindo-se em diversos niveis para prevencdo e

controle da resisténcia aos antimicrobianos.*

No Brasil existem cerca de cento e trinta antibiéticos disponiveis
comercialmente, que devem utilizados exclusivamente sob prescricdo médica, sendo
denominados de comercializacdo controlada °. Eles sdo utilizados para tratamento
de infeccbes em humanos e muitos também sdo usados na cadeia produtiva de
carnes de diferentes fontes. A cultura da utilizacdo de antibiéticos em animais é
sustentada pela elevacdo da produtividade e de lucros (rapido ganho de peso,
aumento da sanidade e controle sobre doencas convencionais). Isso tem
prejudicado a qualidade de carnes e derivados alimenticios de animais como, por
exemplo, do leite, uma vez que vem sendo encontrados residuos dos medicamentos
em produtos mesmo ap6s varias etapas de industrializacdo ® '°. Assim, o manejo de
animais com antibioticos vem expondo a populacéo ao risco da acumulacdo destes
medicamentos ou de seus metabdlitos no organismo, podendo vir a causar
alteracdes no funcionamento de 6rgdos do corpo humano. Ainda no ambito da
saude humana, a ingestdo de alguns alimentos indevidamente preparados, contato
direto e a contaminacdo de 4guas de consumo pela criacdo de animais tem tornado

a populacéo susceptivel aos microrganismos resistentes .

Segundo estimativas'® os paises que mais utilizavam antibiéticos na
cadeia produtiva de aves, suinos e bovinos até o ano de 2015 eram China, Estados
Unidos e Brasil, respectivamente, ocupando a primeira, segunda e terceira
colocacédo. Estimativas sugerem que o consumo de antibioticos para o ano de 2030
no Brasil ndo crescera acentuadamente, indicando que existem politicas publicas e

novos modelos de producdo visando a diminuicAio no consumo destes



medicamentos. Neste estudo, ainda foi estimado o0 consumo médio de
antimicrobianos por unidade de correcdo populacional (do inglés, Population
Correction Unit) que demonstra especialmente maior densidade de consumo médio
para carne suina. O alargamento da curva para producdo de carne de frango e
bovinos indica diversos sistemas de producgéo regionalizados que utilizam diferentes

quantidades de antimicrobianos *2.

0.02

Prob. density

T

0 100 200 30
Antimicrobial (mg) / PCU

FIGURA 1.1 - Consumo de antibiético médio (mg) por unidade de populacéo
corrigida (PCU - Population Correction Unit) para as trés maiores fontes de
proteinas consumidas no mundo: bovinos (cattle), frango (chickens) e suinos (pigs).
Imagem retirada de Van Boeckel et al. *2,

O rebanho bovino brasileiro, de corte e de leite, é afetado por diversas

doencas tradicionais®***

gue sdo causadas por bactérias, incluindo: Clostridioses
(Clostridium spp.)*®, Dermatofilose (Dermatophilus spp.)*®, Tuberculose bovina

(Mycobacterium bovis)!’ e Brucelose (Brucela spp).

Tendo em vista o grande numero de doencas que acometem o rebanho
e 0s riscos associados a resisténcia antimicrobiana é de grande interesse o
desenvolvimento de novas plataformas que busquem diminuir 0s custos e

proporcionar maior eficiéncia ao tratamento.



Uma vez que o desenvolvimento de novos medicamentos demandam
altos investimentos financeiros em longo prazo, os esfor¢cos estdo voltados para
mecanismos que busquem melhorar a eficiéncia dos antimicrobianos ja disponiveis
atualmente, tanto para uso humano como veterinario. Isso passa também pela
interpretacédo e entendimento do complexo processo de mutagdo génica bacteriana
que é capaz de tornar as bactérias mais resistentes apenas com o passar de alguns
dias . Neste contexto, novos métodos de transporte/liberacdo de medicamentos
antimicrobianos podem desempenhar um papel importante e avancos nestes
campos podem vir a abrir novas perspectivas para 0 combate ao problema de
resisténcia das bactérias aos antibi6ticos.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-  Sistemas de liberacéao

A utilizagdo de polimeros surgiu como alternativa para modelagem da
liberacdo de diferentes substancias mediante o encapsulamento, buscando o
prolongamento da propriedade desempenhada ou o incremento da eficiéncia da
molécula de interesse. Com este propadsito existem diferentes aplicacdes que vieram

a se desenvolver na area medicinal, alimenticia, agron6mica e cosmética.

2.1.1 - Polimeros

Para o desenvolvimento dos sistemas liberadores de drogas a partir de
matrizes poliméricas, a escolha do polimero deve ser baseada nas propriedades
fisico-quimicas do medicamento, bem como na avaliacdo do estado fisico do

1920 s¢lido?* ou gasoso?**

biomolécula que aumente sua eficiéncia: liquido
(particulas para inalacdo). Um fator imprescindivel exigido ao polimero € a inércia
guimica frente a fluidos, células e tecidos. Se a interacao existir, ela ndo deve causar
efeitos colaterais (inflamacdes ou alergias) ?*%°. Diferentes vias de administracéo,
parenteral e enteral, também exigem propriedades fisico-quimicas especificas aos
polimeros. Assim, um conjunto de fatores deve ser levado em conta para a selecao

2627 gplubilidade em

31,32
).

do polimero mais indicado para uma aplicacdo (mucuadesao

diferentes pHs?®, inducao de crescimento celular?®®, difuséo aquosa

Os polimeros naturais de origem vegetal e animal foram os primeiros
veiculos utilizados como transportadores de medicamentos. O baixo custo,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, estabilidade, baixa toxicidade e a obtencao
por fontes renovaveis favorece a combinacdo com diversas substancias de interesse

farmacéutico.

Alguns dos principais polimeros naturais vegetais sdo a celulose,
amido, pectina e algumas gomas. A celulose, um polissacarideo organico de
formula (CsH100s5), € seus derivados (etil-celulose, metilcelulose e hidroximetil-

celulose) sdo amplamente empregados como excipientes na forma sélida . A

celulose pode ser considerada muito versatil, pois permite a producao fibras 8334

35,36 371 39

nanocristais e micro/nanoparticulas , possibilitando o encapsulamento e



liberacdo de substédncias em uma grande extensdo. O amido € o segundo
polissacarideo vegetal mais abundante e possui algumas propriedades semelhantes
a celulose. O medicamento comercial Zithromax® (Pfizer) é um exemplo aplicacdo
de liberacdo controlada por 24 horas, mediante difusdo em matriz de amido pre-

gelatinizado do antibiético azitromicina.

Microparticulas de alginato vem sendo estudadas devido as suas
excelentes propriedades mucoadesivas e de biocompatibilidade. O alginato ainda
pode ser aplicado em via ocular, nasal, topica ou local sem maiores efeitos

40,41

colaterais Na classe dos polimeros naturais de fontes animais, além do

alginato, possuem destaque a quitina e algumas gomas (xantana, tragacanto).

Dentre os polimeros sintéticos, aqueles aprovados para uso e mais
comumente empregados em sistemas de liberacdo sdo os poliésteres: poli(acido
lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), poli(etileno glicol) (PEG) e
poli(vinil alcool) (PVA). Poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(N-vinilpirrolidona (PVP)

também s&o empregados como carregadores de drogas .

Sistemas de liberacao injetavel na forma de microcapsulas de PLGA
(L/G 75/25), contendo Naltrexona (opidide antagonista), sao clinicamente aprovados
para combate da dependéncia alcodlica desde 2006 (comercializado com o nome de
Vivitrol®). Os primeiros estudos cinéticos de liberacdo deste tipo matriz com

Naltrexona remetem a década de 80 *°.

Para sistemas de liberacdo sobre a pele, as membranas poliméricas
sdo excelentes candidatos para criacdo de barreira fisica, evitando ou diminuindo a
exposicdo do local as condicbes ambientais. A cinética de liberacéo se inicia com a
difusdo da molécula de interesse da regido polimérica para a superficie da pele.
Posteriormente a molécula se difunde para as camadas da pele mais internas. A
acdo é conseguida apos atingir as camadas mais internas da pela. O transporte do
medicamento € controlado pela velocidade de difusdo através de trés rotas que
podem ocorrer simultaneamente: transcelular, intracelular e entre glandulas

sebaceo-sudoriferas ou foliculos *.



2.1.2 - Ecovio

O co-poliéster aromético alifatico poli-(butileno adipato-co-tereftalato)
(PBAT) foi sintetizado pela industria agroquimica alema& BASF pela primeira vez na
década de 90, sendo comercializado como Ecoflex®. Sua sintese é realizada através
da poli-condensacdo do acido adipico, acido tereftalico e 1,4-butanodiol (FIGURA
2.1).
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FIGURA 2.1 - Estrutura quimica do poli(butileno adipato-co-tereftalato).

O PBAT é semicristalino, utilizado na producédo de sacolas plasticas e
totalmente compostavel, em que a combinacdo da cadeia linear com a unidade
tereftalica confere ao poliéster excelentes propriedades mecéanicas e de
processamento. Este co-poliéster tem sido combinado com outros polimeros como:
PLA* quitosana *°, polipirrol (PPy) “°, polibutileno succinato (PBS) **, poli(proprileno

carbonato) (PPC)* e até grafeno®®*°

para producdo de blendas poliméricas com a
finalidade de melhorar as propriedades mecéanicas, permeabilidade,

biodegradabilidade e até plataformas no campo dos biomateriais.

Trabalhos relacionados a degradacdo do PBAT demonstram que a
quebra das ligacdes da cadeia principal por hidrélise, em meio salino tamponado,
pode ocorrer apenas ap6s 10 dias®*. Em tampao fosfato, a hidrélise do PBAT se
processa especialmente nas posi¢cdes das ligagcdes dos grupos éster, ocorrendo
mesmo proximo a neutralidade, em pH 8. A avaliagdo das cinéticas de degradacgéo
seguem leis de velocidades lentas de ordem 1, tanto para o caso de hidrélise como
para de decomposicdo no solo *2. Em decorréncia do processo de hidrélise e das
excelentes propriedades mecanicas, a toxidade deste polimero frente a

53,54

microrganismos e células vem sendo estudada nos ultimos anos.

A combinacdo dos polimeros PBAT (Ecoflex®) e PLA (FIGURA 2.2)
produz uma blenda comercialmente conhecida como Ecovio® (BASF). A mistura é

feita aproximadamente na propor¢cdo 50/50. A blenda combina as propriedades



biodegradaveis de cada polimero, além de conferir excelentes propriedades
mecanicas, com um aumento substancial na tensdo de elongacdo *"*'*°. Suas

propriedades térmicas mantem-se praticamente inalteradas por se tratar de uma
blenda imiscivel *°.

Outra propriedade que foi potencializada com a mistura, além das
propriedades mecanicas, é a biocompatibilidade. O PBAT tem sido estudado pra

aplicacbes biomédicas recentemente na literatura e vem demonstrando resultados

46,54,57

promissores e uma vez que a adicdo do PLA pode apresentar propriedades

biocompativeis e biodegradaveis, a mistura acaba potencializando estas

caracteristicas, com reducao dos efeitos colaterais em futuras aplicacées >*°%,
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FIGURA 2.2 - Estrutura quimica do poli(acido lactico).
2.1.3 - Geometrias

Diversas metodologias de sintese sdo empregadas para
encapsulamento de moléculas de interesse e producdo de sistemas de liberacao.
Contudo, cada metodologia de preparo podem trazer aspectos associados a
geometria e influenciar na capacidade de encapsulamento, mecanismo de liberacao

e cinética. A FIGURA 2.3 traz algumas destas geometrias para encapsulamento.

99880

4 SN
A

7NN ey

Dendrimeros Liposomos Polimeros
- 1

Nanoparticulas . ; N fib
Nanoinvol6crulos anofibras

Esféricas Nanotubos

FIGURA 2.3 - Esquematizacdo de diferentes tipos de geometria para liberagéo.
Imagem adaptada da referéncia Wong e Shoi (2015) *°.



Lavielle et al.®® compararam um sistema de liberagéo nanoparticulado
com um sistema de liberacdo a partir de nanofibras para o polimero PLA, utilizando
o corante rodamina como droga modelo. Foi observado que as nanoparticulas
possuem capacidade de liberacdo maior e mais rapida, enquanto que as fibras tem

uma liberacdo mais lenta com menor capacidade de liberacao.

A corcumina possui propriedades antitumorais, antioxidante e anti-
inflamatoria. Desta forma, ela € amplamente estudada em sistemas de liberagédo a
partir de diversas plataformas. Filmes produzidos pela técnica de casting de acetato
de celulose foram comparadas com fibras sintetizadas por eletrofiacdo com relacéo
a suas cinéticas de liberacdo. Os sistemas liberadores contendo a curcumina, em
concentracbes (1, 5, 10 e 15%), indicam que as fibras estudadas possuem mais
rapida taxa de liberacdo em relacdo aos filmes produzidos por casting *.

A combinacédo de duas formas carregadoras podem ser produzidas
visando otimizar o processo de liberacdo. Por exemplo, nanoparticulas do polimero
em bloco Eudragit (L100) (poli (metacrilato de metila-co-acido metacrilico)) contento
peptideo em um envoltério de nanofibras produzidas por eletrofiagcdo permitem a
liberacdo mediante estimulo do pH. A FIGURA 2.4 demonstra o esquema de
liberacdo dividido em duas etapas que ocorre sujeito a acdo do pH; na primeira
etapa, a liberacdo das nanoparticulas; na segunda, a liberacdo do peptideo. Esta é
uma combinagcdo que permite o0 ajuste da cinética de liberacdo de nanomateriais
com elevado refinamento, podendo ser explorada especialmente para sistemas de

liberac&o gastro-intestinais ©*.

FIGURA 2.4 - Esquema do processo de liberagdo a partir de sistema de liberacéo
dual baseado em nanofibras e nanoparticulas de Eudragit L100. Imagem retirada da
referéncia He et al. ®.



2.2 - Eletrofiacéo

Fibras sdo materiais que apresentam duas caracteristicas principais: (i)
dimensé&o longitudinal muito maior que transversal (1D) e (ii) grande relacdo area
superficial/volume. Um dos principais métodos de producdo de micro- e nanofibras é
a técnica de eletrofiacdo, que consiste na interacdo de um campo elétrico (kV) com
solugdes poliméricas contidas num capilar, conforme ilustrado na FIGURA 2.5,
atingindo elevados niveis de reprodutibilidade, alcancando pequena dispersdo nas

suas dimensfes micro/nanométricas e produzindo mantas flexiveis.

A versatilidade das fibras produzidas por eletrofiacdo permite a
producdo de materiais para as mais variadas aplicacdes®®: elementos filtrantes ©,

641 66 67,68

sensores , Catalisadores e armazenamento de energia *.

As solugbes nao condutoras com alguma viscosidade inerente, como
solu¢bes poliméricas, podem ser involuntariamente atraidas e forcadas ao
estiramento a partir de um canal quando submetidas a grandes diferencas de
potenciais elétricos. Para que isso ocorra, primeiramente a forca elétrica deve ser
suficiente para causar a descontinuidade na superficie da solu¢cdo que se encontra
na extremidade do canal. Em outras palavras, a gota sustentada pela tensdo
superficial da solugdo deve ser alongada pelas cargas elétricas e romper-se em um
dado potencial elétrico por conta da repulsdo entre as cargas. Depois do
alongamento da gota e rompimento da tensdo superficial, a solucdo deve ser
continuamente expelida a partir seio da solugdo formando um cone. Um dos
pesquisadores que dedicou-se aos estudos desse fenbmeno elétrico com solucdes
foi Geoffrey I. Taylor °. Ele foi tdo importante para a este campo da pesquisa que o
cone que governa o processo de eletrofiacdo leva seu nome como forma de

homenagea-lo: o cone de Taylor.

A fabricagcdo de fibras com diferentes caracteristicas a partir de um
polimero pode ser conseguida pela formacdo de um cone de Taylor estavel, que
permita a formacdo de um jato viscoso continuo. Apds o jato continuo viajar por
alguns centimetros ele passa a diferir em seu movimento, vindo a oscilar

aleatoriamente descrevendo curvaturas '*.
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2.2.1- Parametros da técnica de eletrofiacao

A compreensao dos parametros que controlam a morfologia das fibras
exige detalhados estudos. Isso se deve a influéncia simultanea destes durante o
processo de estiramento. Em resumo, a eletrofiacdo possui variaveis que podem ser

organizadas em grupos: (i) solucao, (i) aparato instrumental e (i) ambientais "*.
Elas podem ser especificamente descritas como:

) Solucédo: Concentracdo polimérica, viscosidade, solventes empregados na
solubilizacdo, massa molar do polimero, presséo de vapor dos solventes,
condutividade elétrica;

1)) Aparato instrumental: Distancia coletor-agulha, diferenca de potencial (kV),
diametro da agulha, fluxo da solucao polimérica, tipo de coletor;

[l)  Ambientais: Temperatura e humidade relativa.

l Bomba de infus3o

%
i

Solugdo polimérica

lx
Agulha ]’ l l

.
‘..
‘e
1)

Fonte de

- Cone de Taylor
alta tensao

Fibras

Coletor

FIGURA 2.5 - Esquematizacdo do processo de eletrofiagdo. Imagem adaptada da
referéncia Mercante et al. (2017) ®.

Aléem da fabricacdo de fibras convencionais (uniaxiais) a eletrofiagdo

permite a sintese de fibras coaxiais "'/, triaxiais’®’® e nanofibras de Janus 8,

8 produziram fibras coaxiais de Nylon e poli(metil

Sohrabi et al.
metacrilato) (PMMA) na qual o PMMA se encontra na camada interna, contendo o

antibiético Ampilicina (AC) imobilizado no PMMA. Neste estudo foram foram



11

avaliadas as cinéticas de liberacdo e atividade antibacteriana em fungcdo da
concentracdo de AC. O estudo apresentou fibras com diametros externo que
variavam entre 166 a 94 nm com pequena variagdo no diametro da fibra interna
PMMA/AC. O perfil de liberacdo apresentou trés estagios controlados pelo
mecanismo de Korsmeyer-Peppas, com difusdo segundo modelo Fickiano e néo-

Fickiano, cujas fibras demonstraram atividade antibacteriana .

Em outro recente trabalho, fiboras PCL contento metronidazol (MNA)
com envoltério de Zeina foram desenvolvidas para aplicacdo na regeneracdo de
tecidos. O perfil de liberacdo de Zeina/PCL-MNA se mostrou sustentado até 100
horas indicando que a zeina evita a liberacdo rapida. Como comparativo, a liberacao
de fibras uniaxiais de PCL-MNA sem zeina atinge a capacidade maxima de
liberacdo em 50 horas. Foi também demonstrado a sua biocompatibilidade com
células L929, demonstrando que o biomaterial possui viabilidade celular para

recuperacéo de tecidos .

2.2.2 - Interacdo droga-polimero e influéncia sobre
parametros de eletrofiacao

Uma variedade de polimeros e moléculas de interesse medicinal ja
foram empregados para o transporte e liberacdo de antimicrobianos. Neste sentido,
cada sistema polimero-antimicrobiano apresenta suas caracteristicas proprias e

também propdem novas alternativas para processos de liberacéo.

Alguns tipos de drogas sdo pouco ou insoluveis em solventes
organicos utilizados na eletrofiacdo. A Tetraciclina (TCL), um antibiético insoltvel em
cloroférmio (CHL), tem sua solubilizacdo dificultada principalmente em solucdes
poliméricas da blenda PEVA/PLA 50/50, que sdo soluveis em cloroférmio (CHL).
Para superar essa dificuldade e preparar solugcbes homogéneas de PEVA/PLA-TCL
uma estratégia é adicionar metanol (MET), no qual a TCL é soltvel ®. Entretanto, o
metanol € téxico a humanos, o que poderia trazer efeitos adversos durante sua
aplicacdo. Levando em consideracdo suas propriedades fisico-quimicas pode-se
utilizar este solvente em pequenas quantidades, uma vez que o MET tem baixo
ponto de ebulicio como CHL, 64.7 e 61.2 °C, respectivamente, além de
condutividade elevada, atendendo as propriedades desejadas para um solvente de

eletrofiacao 8 O mesmo recurso foi usado para produzir fibras PCL/PLA com TCL
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por Haroosh, Dong e Lau ®.

Na mesma porcentagem de TCL (5%) a fibra
PEVA/PLA 50/50 libera pouco mais de 30% da capacidade encapsulada em 100
horas, enquanto que a fibra PCL/PLA libera praticamente 75%, demonstrando uma

interacdo mais forte entre PEVA-TCL do que PCL-TCL.

A mistura de polimeros para sintese de blendas pode ocasionar o
processo de liberacdo rapida (do inglés, burst release) de farmacos. Quando a
proporcdo de Poli(butileno adipato) (PBAd) aumenta de 0 para 50% na blenda
PLA/PBAd a liberacdo de Teriflunomida (TFL) inicial praticamente aumenta por um
fator proximo a dois.?® Blendas de PCL/PLGA apresentaram cinéticas que variaram
de 1 dia até 10 dias pela alteracdo na extensdo da interacdo da droga hidrofilica
Tenofovir com o polimero hidrofébico PLGA ¥’.

Trés grandes desafios associados as aplicacbes praticas destes
materiais nanoestruturados em sistemas de liberacdo sdo: capacidade de
encapsulamento, liberagdo completa e manutencdo da atividade. O processo de
eletrofiacdo exige que o0s solventes sejam evaporados durante o estiramento, o que
causa o transporte da droga para a superficie na maioria dos processos. Isso pode
provocar a chamada liberagéo rapida do farmaco (burst release). Caso a interacao
farmaco-solvente seja forte existe a perda de moléculas para o ambiente

acarretando na diminuicdo da concentracao de medicamento imobilizada na matriz.

A presenca de fortes interacbes entre a matriz e o farmaco
encapsulado pode causar dificuldades para a sua liberacdo, mesmo apos longos
periodos, evitando, portanto, a atividade medicinal maxima. Para o caso de
encapsulamento prolongado devido as fortes interacdes, processos de degradacéo
das cadeias podem gerar substancias que venham a reagir com o medicamento, 0
que causa a diminuicdo da sua concentragdo e consequentemente de sua eficiéncia.
Uma vez que medicamentos sdo moléculas construidas especificamente para cada
tipo de atividade biologica é importante que sua estrutura quimica seja mantida

inalterada.

O encapsulamento de moléculas para producdo de plataformas
liberadores na eletrofiagdo pode ser realizado pela solubilizacdo do agente
terapéutico diretamente no(s) solvente(s) usado(s) para o preparo da solucéo
polimérica. Para assegurar a homogeneidade na dispersdo da droga na fase
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polimérica é importante a formacdo de uma Unica fase. A solucdo polimérica
contendo a droga pode ter algumas de suas propriedades alteradas, vindo a afetar

0s parametros de eletrofiacdo, tais como:

a) Viscosidade e tensao superficial: interacdo da droga com o polimero
por forcas de dispersédo de London e intercalacdo entre as cadeias

poliméricas.

b) Condutividade: alterada pela solubilizacdo de alguns medicamentos

(contra ion) e dipolos moleculares.

c) Taxa de evaporacdo dos solventes: forca de interacdo droga-

solvente e cristalizagao superficial.

Em se tratando das solucdes para eletrofiagdo, o aumento da
viscosidade é decorrente do enovelamento das cadeias poliméricas e das interacdes
solvente-polimero e polimero-polimero. A presenca de moléculas de menor massa
molar como os farmacos, com atomos/grupos funcionais distintos daqueles
presentes na matriz polimérica, exercem diferentes efeitos sobre a viscosidade.
Também nestes sistemas, a tensdo superficial se altera causando um

comportamento distinto do fluido frente as cargas elétricas 8.

Em estudo reportado Sadrearhami, Morshed e Varshosaz ° fibras de
PAN:Agar 90:10 w:w contendo Metotrexato (MTX) T um agente terapéutico
anticancer - tiveram seus diametros médios acrescidos de 299 nm para praticamente
1 em com a concentracdo de MTX passando de 0% para 18% w:w. O aumento da
viscosidade nestas amostras foi 3852 cp (0% MTX) para 9912 cp (18% MTX) sendo
atribuida a interacdo droga-Agar. Em contraste, apesar da forca de interacdo ser
capaz de alterar a viscosidade para maiores valores, a capacidade de
encapsulamento diminui com a carga de MTX ®°. Segundo Barrientos et al.?°, em
estudo comparativo entre dois medicamentos, mostrou que a droga hidrofilica
Irgasan (IRG) e a droga hidrofébica Levofloxacina (LEVO) tem diferentes influéncias
sobre a viscosidade da solucdo polimérica de PCL. O perfil de liberagcdo da droga
hidrofébica LEVO a partir das fibras PCL-LEVO se apresentou mais sustentado que

da droga hidrofilica (IRG), como resultado da interagdo com PCL.
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O efeito de mudancga da condutividade na presenca de farmaco na
solucdo polimérica foi observada por Wright et al.®® em fibras de PCNU
(Poli(carbonato uretana)) contendo antibidtico ciprofloxacina (CF). A solucdo PCNU
teve sua condutividade aumentada de 0,8 para 7,3 € S/cm. Os autores destacam que
existe uma distribuicdo mais homogénea em torno do valor médio do diametro das
fibras com o aumento da condutividade **. A alteracdo do diametro em funcéo da
guantidade ou da presenca de moléculas bioativas foi relatada em outros sistemas
PCL/Tetraciclina (TCL) * e PU/Estradiol 2.

A extensdo da influéncia do diametro da fibra sobre a velocidade de
liberacdo foi estudada por Rahma et al.*® para fibras de PVP-Curcumina. Para isso,
foram produzidas trés fibras com diametros de: 2838 nm, 1148 nm e 372 nm.
Constatou-se que fibras com maiores diametros possuem capacidade de liberar
100% da curcumina encapsulada nos primeiros 60 minutos, mas apresentam duas
taxas de liberacdo, uma rapida e outra lenta. Em contraste, fibras de menor diametro

tem uma taxa constante de liberac&o®.

2.3 - Mastite bovina

A mastite é uma doenca que traz grandes prejuizos a atividade
agropecudria, pois pode levar a uma diminuicdo da producdo leiteira, perda

prematura (abate) ou substituicdo do animal e ao aumento nos custos da producao
94

A mastite pode ser causada por microrganismos (bactérias, virus,
fungos e protozoarios) ou por agentes externos (agrotoxicos, agentes de limpeza,
lesbes e cortes), denominadas como mastite infecciosa e nao infecciosa,
respectivamente. Quando a mastite apresenta sinais clinicos evidentes, sendo
portanto de facil detec¢cdo no animal, ela é entdo classificada como mastite clinica.
Porém, a forma que traz maiores prejuizos aos produtores € a mastite subclinica, a

qual ndo pode ser detectada prontamente 2.

Os maleficios da doenga sdo notados na regido da glandula mamaéria
dos animais, entre eles estdo a dor durante a amamentagdo e a ordenha,
contribuindo para o stress animal, causando a diminuicdo na producdo diaria de

leite. Como consequéncia, o leite tem as suas propriedades fisico-quimicas
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alteradas em face do combate do sistema imunolégico animal a doenca, tornando-o
improprio para consumo humano na maioria dos casos detectados. Como principais
agentes causadoras da mastite tem-se as cepas das bactérias Streptococcus spp,

Staphylococcus spp e Pseudomonas spp 3%

2.4 - Antibiodtico Cloxacilina

Segundo relatério publicado pela ECDC (European Centre for Disease
Prevention and Control) os antibioticos da familia das penicilinas estdo entre os mais
consumidos nos paises da Unido Europeia até o ano de 2016 . A Cloxacilina
(CLOX) (C19H18N3ClOs) apresenta o anel i -lactamico em sua estrutura, portanto, é
um derivado da penicilina que vem sendo amplamente utilizado no tratamento de
infeccbes em humanos e animais, especialmente aquelas causadas por bactérias
Gram-negativas. A Oxacilina, que difere da CLOX pela presenca de um atomo de
cloro (FIGURA 2.6) apresenta baixa solubilidade aquosa, sendo normalmente

administrada via injecées intramamares ¥'.

Uma das principais aplicagbes da CLOX é no tratamento da mastite
bovina. Naturalmente, a aplicacdo em larga escala, descarte indevido e a eliminacao
pela excrecdo podera causar o aparecimento deste antibiético e de outros em aguas

destinadas para consumo humano. Residuos deste antibidtico também ja foram

detectados em amostras de leite >%,
(A) (B)
Cl
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FIGURA 2.6 - Estrutura quimica do antibiético (A) Cloxacilina e (B) Oxacilina.
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Devido ao uso em larga escala e a eficiéncia desses antibidticos existe
0 interesse no desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo para uso
agropecuario. Por exemplo, biocompositos de SiO, foram sintetizados por Balaure et
al.”® a partir da formacdo de mesoporos com diferentes quantidades de tirosina (1, 3
e 5%). Posteriormente, estes suportes mesoporos de silica foram mergulhados em
solugdes de antibidticos utilizados para o tratamento de infeccbes por S. aureus
(Cloxacilina, Eritromicina e Gentamicina). Ap0s a caracterizacdo do material, os
testes in vitro demonstraram que o bionanocompoésito (SiO, com antibioticos) é
capaz de diminuir a concentracao inibitério minima, diminuindo a concentracdo de
antibiético necesséaria para morte de células **. Em outro trabalho, um polimero
tribloco constituido de Poliestireno (PS)/Poli(vinil pirrolidona) (PVP)/Poli(6xido de
etileno) (PEO) foi escolhido estudado para liberacdo de CLOX em diferentes
concentracgdes de fons H*, em pH6 8 e 7, respectivamente. Foi demonstrado que 0s
agregados micelares de PS/PVP/PEO permitem o encapsulamento de CLOX,
apresentam dimensdo nanométrica e a interacdo CLOX-PS/PVP/PEO ocorre
especilmente por interacdo com PVP. O perfil cinético de liberacdo se apresentou

mais rapido em pH 7 do que em pH 3 1%,
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3- OBJETIVOS
3.1-  Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de membranas
poliméricas  biodegradaveis flexiveis antimicrobianas com  propriedades
antimicrobianas, formadas por micro- e nanofibras eletrofiadas contendo antibidtico,
visando futura administragéo via uso topico. Busca-se também o estabelecimento de
correlacdes entre as propriedade fisico-quimicas das micro- nanofibras e o meio
externo, com a cinética e mecanismo de liberacdo visando conferir um aumento da

eficiéncia do agente antimicrobiano.

3.2-  Objetivos especificos

1 Estudo da influéncia das variaveis da técnica de eletrofiacdo sobre a

morfologia das fibras produzidas;

1 Entendimento das interacdes entre polimero e antibidtico.

9 Ensaio de sensibilidade in vitro da membrana antimicrobiana contra bactéria

S. aureus.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - Materiais

A blenda polimerica Ecovio® (F2224) (EC) foi adquirida por doac&o
realizada pela BASF. As soluc¢des poliméricas foram preparadas utilizando os
solventes cloroformio (CHL), N,N-dimetilformamida (DMF) (Synth). O antibiético
Cloxacilina benzatina (CLOX) com pureza de 97,6 % foi adquirido da industria Hebei

Huari Pharmaceuticals Co. LTD.

As solugbes tampédo (pH 7,30 e pH 5,5) foram produzidas em agua
destilada utilizando fosfato de sédio monobéasico (NaH,PO,) (Synth) e fosfato de

sédio dibasico (Na;HPO,) (Cromoline).

4.2 - Métodos

4.2.1 - Eletrofiacéo

As solucbes poliméricas foram eletrofiadas utilizando um sistema
convencional de eletrofiagdo (FIGURA 4.1) disponivel no Laboratério Nacional de
Nanotecnologia Aplicado ao Agronegocio (LNNA) da Embrapa Instrumentagdo. O
aparato é composto de uma fonte de alta tensdo, uma bomba infusora, seringa e
agulha, e coletor cilindrico rotativo. Este aparato se encontra dentro de uma caixa de
policarbonato para isolamento elétrico. Os parametros de empregados durante a
eletrofiacdo foram otimizados em experimentos realizados ao longo do periodo do
projeto e sdo mostrados a seguir: fonte de tensao elétrica no potencial elétrico de 20
kV; a distancia entre coletor-seringa de 10 cm, com coletor cilindrico em rotacdo de
400 rpm; seringa de 3 mL e agulha com diametro de 0,7 mm. Na TABELA 4.1 estéo
mostradas as concentragdes poliméricas do polimero Ecovio, [EC], e os fluxos das

solugdes empregadas no presente trabalho.
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enae®

FIGURA 4.1 - Fotografia digital do aparato instrumental de eletrofiagdo utilizado no
presente trabalho.

4.2.2 - Preparo das solugdes poliméricas

Foram empregadas duas metodologias de producdo das solucbes
poliméricas. Em um primeiro momento, o polimero Ecovio em forma de pellet foi
solubilizado em uma mistura de solventes, DMF e CHL, na proporcédo 15/85 (v/v)
pelo periodo de 2 horas em agitacdo magnética. Foram preparadas as
concentracdes poliméricas 5, 10 e 15% m.V* de EC. Posteriormente, as solucdes
foram eletrofiadas, sendo entéo realizado o estudo dos efeitos sobre a morfologia
das fibras causados pelos diferentes fluxos (0,2, 0,4 e 0,6 mL.h™) e concentracdes
poliméricas EC. As fibras ndo carregadas com antimicrobiano sdo denominadas

como Ecovio nanofibras (ECNF).

TABELA 4.1 7 Condi¢cBes experimentais de eletrofiacdo. Concentracdes poliméricas
do polimero Ecovio [EC] (m.V™) e fluxos das solugdes.

[EC] Fluxo
Amostra .\ (mL.hY)
1 5% 0.2
2 506 0.4
3 5% 06
4 10% 0.2
5 10% 0.4
6 10% 06
7 15% 0.2
8 150 0.4
9 15% 06




20

Apés analise da morfologia das fibras produzidas sob as condi¢des
testadas na TABELA 4.1 foi realizada a adicdo do farmaco CLOX nas solucdes
poliméricas de EC. Para isso, foi desenvolvida uma segunda metodologia de preparo
das solucfes de EC com CLOX para sintese da fibra carregada com antimicrobiano.
Nesta etapa foi necessaria a insercdo solvente metanol na mistura de solventes
cloroformio/DMF para dissolugdo completa farmaco, passando para uma nova
proporcao entre os solventes de 5/10/85 MET/DMF/CHL (v/viv). As solucbes de EC
carregadas com CLOX contendo 10% e 20% m.m™ CLOX/EC foram denominadas
como ECNF_CLOX10 e ECNF_CLOX20 (TABELA 4.2).

TABELA 4.2 1 Legenda para amostra e relacdo massica entre cloxacilina (CLOX) e
polimero Ecovio (EC) (m.m™) na solug&o polimérica.

Legenda CLOX/EC
(m.m™)
ECNF 0 %
ECNF_CLOX10 10 %
ECNF_CLOX20 20 %
4.2.3 - Preparo de amostra para ensaio microbioldgico

A atividade antimicrobiana da fibra de EC contendo antibiético CLOX
foi avaliada contra o micro-organismo Stapylococcus aureus (ATCC-25923) segundo
adaptacdo da norma NCCLS (M2-A8). A concentracdo de S. aureus foi ajustada
usando escala MacFarland em 1x10° células.mL™ apds crescimento pelo periodo de
12 horas, sendo entdo espalhada em placa de agar contendo o meio Mueller-Hinton.
As amostras de nanofibras antibacterianas contendo 0%, 10% e 20% m.m™ de
CLOX foram cortadas em discos de 8.7+0.1 mm de diametro, secas em dessecador
por 12 horas ao abrigo da luz e depositadas sobre o meio contendo 0 micro-
organismo. As placas foram encubadas por 24 horas a 36x1 °C e ap0s este periodo
a zona de inibicdo do crescimento foi medida usando um paquimetro. Os ensaios
foram realizados no Laboratorio Nacional de Nanotecnologia Aplicada ao
Agronegocio (LNNA).
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4.3- Teécnicas de caracterizacéao

4.3.1- Espectroscopia no Infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR (Fourier Transformed Infrared) para as fibras de
EC e EC_CLOX foram realizadas no equipamento Bruker (vertex 70) em maodulo
ATR (do inglés, Attenuated Total Reflectance) de 4000-500 cm™ com 32

escaneamentos empregando resolucéo de 4 cm™.

4.3.2 - Morfologia

A morfologia das fibras de ECNF e ECNF_CLOX foram avaliadas em
microscopio eletrénico de varredura (MEV i JEOL 6510). Amostras de 5 mm?2 foram
metalizadas sobre fita de carbono usando metalizador (Leica SCD 050). O diametro
das fibras foi calculado usando software ImageJ empregando amostragem de 100

fibras.

4.3.3 - Analises térmicas

A analise Termogravimétrica (TGA) foi realizada em instrumento TA
(Q500-Series) empregando fluxo de N, a 60 mL.min™* com intervalo de temperatura
entre 30 e 700 °C e taxa de aquecimento de 10 °C.min™. As andlises de calorimetria
diferencial de varredura (DSC, Differential Scanning Calorimetry) foram conduzidas
em um equipamento TA (Q-100 Series) com dois ciclos de
aguecimento/resfriamento. O primeiro aquecimento foi realizado para remoc¢ao do
histérico térmico da amostra, sendo realizado de -50 °C até 170 °C, seguido de
resfriamento até a temperatura de 25 °C. O segundo aquecimento foi realizado de
25 °C até 170 °C do qual se extrairam as informacdes sobre a cristalinidade da
matriz. Ambos os ciclos foram realizados em fluxo de N, a 50 mL.min™* sob taxa de
aquecimento e de resfriamento de 10 °C.min™". A massa de amostra utilizada no
TGA e DSC foi entre 6-8 mg previamente secas em dessecador pelo periodo de 24

horas.
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4.3.4 - Angulo de contato e Espectroscopia de
Fotoelétrons excitados por Raios X (XPS)

Medidas de angulo de contato foram realizadas no equipamento KSV
Instruments (CAM 101) avaliando-se primeiro o efeito do tempo de deposicédo das
fibras para aquelas sem carga de antibiético (ECNF) sobre o angulo de contato.
Para isso, foram determinados trés tempos de deposi¢do das fibras 30, 60 e 90
minutos, sendo que as fibras foram coletadas sobre papel aluminio e o angulo de
contato inicial foi estimado em triplicata, com gotas de 4-5 &L a 2 85%Ade

umidade relativa.

Um segundo estudo do angulo de contato foi realizado observando a
variacdo do angulo em funcéo do tempo de contato da gota com as fibras contendo
antimicrobiano. Para isso, as fibras de ECNF, ECNF_CLOX10 e ECNF_CLOX20
foram depositadas em papel aluminio por 30 minutos e o angulo de contato de uma
gota(4-5 eL) foi acompanhado pel o pe ASfmal, foi
calculada a média dos angulos para os tempos de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e

45 minutos.

A analise quimica de superficie/préximo a superficie das fibras
contendo antibiético foi realizada utilizando Espectroscopia de Fotoelétrons
excitados por Raios X (XPS, X-Ray Photoeletron Spectroscopy) no espectrédmetro
modelo ESCA+ (Scienta Omicron, Alemanha) usando fonte de radiacdo Al-Ka

(1486.6 eV, 15 kV, 300W) e analisador de energia eletrdnica hemisférico.

4.3.5 - Cinéticas de liberacéao

A cinética de liberagdo da CLOX foi investigada com auxilio da técnica
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) usando coluna C18 (porosde 5 ¢
250 mm por 4.6 mm, Microsorb MV-100), detector UV-Vis (356-LC) em 225 nm e
fluxo em 0.6 mL.h™®. As condicdes cromatogréficas consistem em um gradiente de
eluicdo com acetonitrila (ACN)/0.1% acido formico (ACF) em agua. A corrida
cromatografica se inicia com os eluentes na proporgédo 70/30 ACN/ACF v/v com a
rampa de 5 minutos até as proporc¢des atingirem 50/50 v/v. Esta proporcdo é
mantida por 3 minutos. Neste oitavo minuto a proporcéo inicial 70/30 ACN/ACF v/v

volta a ser restabelecida, em uma rampa de 2 minutos. A coluna foi acondicionada

m,

3 (
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por 3 minutos antes da proxima injecdo. Estes parametros foram determinados com

base em uma adaptacéo de metodologia descrita na literatura®.

A curva analitica linear para quantificagdo da CLOX em solucéo foi
realizada preparando-se uma solugdo estoque de 400 mg.L? em PBS pH
7,3/metanol 87/13 v/v. Esta solucdo estoque foi entdo diluida para as seguintes
concentracdes: 5, 8, 12, 17,2 , 24, 30 e 36 mg.L™. As injecdes para determinacdo da
curva analitica foram realizadas em triplicata fornecendo a seguinte equacdo com
coeficiente de correlacédo linear R2 = 0,999:

[ !

< OMAD E M (xlv E T g, [ (Equacio 1)

Nos mesmos moldes da curva acima, foi construida uma curva

—_—)

analitica de liberacao para o pH 5,5 com coeficiente de correlacao linear Rz = 0,998.

P . .
< OAAD E A (vl Eq Tt O8¥ , /[ (Equacéo 2)
Com a intengdo de compreender o perfil de liberagdo nos diferentes
meio de liberagcdo, amostras das fibras contendo CLOX ainda foram removidas dos
frascos com 2 e 15 minutos de imersdo em PBS para caracterizacdo da morfologia
por MEV. Esse procedimento foi realizado para identificar mudancas estruturais nas

membranas em funcéo da liberacdo da CLOX.

A capacidade de encapsulamento (CE) do farmaco CLOX pelas fibras
foi determinada apos a imersao das fibras ECNF_CLOX10 e ECNF_CLOX20 (15-18
mg) em 13 mL metanol contido em tubo Falcom. O procedimento foi realizado em
triplicata, mantendo o sistema em agitacdo (1505 rpm) e temperatura (36x1 °C).
Posteriormente, uma aliquota foi diluida em tampao, injetada no HPLC e usando a
curva de calibracdo determinou-se mcLox liberada em metanol. A mcox tedrica
adicionada na solugcéo de EC é fornecida pela TABELA 4.2, a CE é calculada pela
Equacéo 3:

a DOYOU U D

60 PRV VI fg T T (Equac&o 3)

Gréficos do perfil de liberagdo foram construidos pela razdo entre a
concentragéo liberada no tempo t ([CLOX];) e a concentragdo maxima determinada
pela capacidade de encapsulamento ([CLOX]cg) em fungcédo do tempo de liberagéao
(Equagéao 4). Amostras entre 20 e 25 mg de ECNF_CLOX10 e ECNF_CLOX20
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foram mergulhadas em tubo Falcom contendo 15 mL dos tampdes. Aliquotas de 200
eL era removidas em intervalos pré-determinados e injetadas no CLAE.
000 ®

P#, /1,8 " %2! $F—— (Equacéao 4)
000 ®
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5- RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo € dividido em quatro se¢cbes com a finalidade de organizar
linearmente a sequéncia: producao e caracterizagdo das fibras, perfil de liberacdo e

acao antimicrobiana do material (FIGURA 5.1).

a) Preparagdo da amostra

Solugdo ECNF_CLOX Eletrofiagdo Nanofibia sntibacteriana
- —_— ;‘0
™ &
—l> ;
v v | — !
L ~— Diferengade “
potencial (kV)
b) Liberagdo de CLOX c) Atividade antimicrobiana
- 1 ECNF-CLOX10 e o
< Nanofibras de Ecovio
-; e 81% /‘ \ @ . . ’ [} (ECNF)
B .
8 | gt = @ o Cloxacilina (CLOX)
- f’.. ° K / @ &
E,L . oo \\ @ ®  Bactériasvivas
s | L3 ® ® 3
L. ECNF-CLOX20 Placa de [ ] o Bactérias mortas
Petri ra Y
w

Tempo (min)

FIGURA 5.1 - Esquematizacdo do processo de encapsulamento do antibiético
Cloxacilina (CLOX) por eletrofiacdo no polimero Ecovio (EC), perfil de liberacdo em
meio tamponado e ensaio microbioldgico.

5.1- Sintese e otimizacdo das fibras de Ecovio por
eletrofiacéo

A propriedade viscoelastica do polimero Ecovio (EC) o torna um
excelente candidato para produgcdo de fibras pela técnica de eletrofiacdo. No
presente estudo € proposto o emprego da mistura CHL/DMF 85/15 (v/v) como
solventes para o EC. Os polimeros que compdem a blenda, PBAT e PLA, séo
misciveis especialmente em CHL. Nas imagens da FIGURA 5.2 a FIGURA 5.4 estao
mostradas as micrografias de MEV das nanofibras de EC (ECNF) obtidas a partir da

eletrofiacdo de solu¢cdes com concentragcdes poliméricas diferentes e fluxos.

As imagens de MEV a seguir referem-se ao estudo da influéncia de
dois parametros da eletrofiagdo sobre a morfologia das fibras: (i) fluxo e (i)
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concentracdo polimérica. Os demais parametros empregados na eletrofiagdo estao

mostrados a seguir:

Diferenca de potencial: 20 kV;
Distancia coletor-agulha: 10 cm;
Diametro da agulha: 0,7 mm,;

Rotacédo do coletor: 400 rpm;

= =2 =4 4 =2

Umidade relativa: 30-40 °C;

Na primeira parte da analise das imagens pela caracterizacédo de MEV
foi avaliado a morfologia (poros, aglomerados, coalescimento) e homogeneidade das
fibras ao se alterar a concentracdo polimérica e o fluxo. Posteriormente sera feita a

avaliacao especificamente sobre o diametro das fibras.

Na concentracdo de 5% m.V' (FIGURA 5.2) foram obtidas fibras
descontinuas com presenca de muitos aglomerados, possivelmente causados pela
menor viscosidade da solucdo de 5% m.V*' de EC comparando com as solucdes
10% e 15% m.V'. Em baixas concentracbes, as cadeias poliméricas s&o
insuficientes para manter estabilidade do Cone de Taylor e garantir um estiramento
homogéneo levando a formagédo de gotas pelos solventes, causando aglomerados

esféricos 1 elipsoidais (beads).

No caso de solucdes com maiores concentracdes (10% e 15% m.V™') o
grau de emaranhamento das cadeias, interacbes polimero-polimero e solvente-
polimero aumentam a viscosidade da solu¢do. Sendo assim, a solugcdo com
concentracdo de 10% de EC (FIGURA 5.3) permite a obtencdo de fibras com
substancial diminuicdo dos beads em comparacdo com a FIGURA 5.2 para as trés
vazbes. Porém, apesar do decréscimo na frequéncia nos trés fluxos, apenas no fluxo

de 0.6 mL.h™ ocorreu a formacao de fibras com morfologia totalmente livre de beads.

Na concentracdo de 15% m.V™! foram obtidas fibras de EC livres de
beads nos trés fluxos avaliados (FIGURA 5.4), sugerindo assim que entre as trés
concentracbes testadas a tendéncia observada é que as solugcbes mais

concentradas de até 15% facilitam a sintese de fibras livres de beads.
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FIGURA 5.2 i Imagens de MEV representando o efeito do fluxo sob a morfologia
das fibras de EC na concentracdo de 5% a) 0.2 mL.h™%, b) 0.4 mL.h™* e ¢) 0.6 mL.h™.

FIGURA 5.3 7 Imagens de MEV representando o efeito do fluxo sob a morfologia
9as fibras de EC na concentracéo de 10% a) 0.2 mL.h™!, b) 0.4 mL.h™* e ¢) 0.6 mL.h°
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FIGURA 5.4 7 Imagens de MEV representando o efeito do fluxo sob a morfologia
das fibras de EC na concentrag&o de 15% a) 0.2 mL.h™!, b) 0.4 mL.h™" e ¢) 0.6 mL.h

Das imagens presentes na FIGURA 5.2, FIGURA 5.3 e FIGURA 5.4
conclui-se que o fluxo apresenta influéncia negligenciavel sob a morfologia das
fibras nas concentracdes de 5% e 15%, pois entre elas existe pequena alteracao no
diametro e na formagcdo de poros. Entretanto, o fluxo apresenta efeito na
concentracéo de 10%, uma vez que apenas em um dos fluxos avaliados (0,6 mL.h™)

as fibras formadas séo livres de beads.

7z

Outra importante observacdo € que em nenhuma das condigcbes
estudadas ocorreu a coalescéncia entre as fibras de ECNF, sugerindo que a mistura
de solventes CHL/DMF tem capacidade de evaporacao total durante o estiramento.
O CHL é considerado excelente solvente para eletrofiacdo, uma vez que possui alta
pressdo de vapor, separando-se rapidamente da fase polimérica, e por ser apolar
assegurando a solubilizagéo de diferentes polimeros. O DMF tem baixa presséo de
vapor, mas por outro lado € um solvente polar que contribui no sentido de estabilizar

as cargas elétricas e favorecer o estiramento.

Com base nas micrografias de MEV (trés concentracdes poliméricas

cada uma delas eletrofiadas sob trés fluxos distintos) tem-se um total de nove
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morfologias para serem avaliadas. A TABELA 5.1 resume 0s parametros avaliados e
a legenda das nove fibras produzidas. Além disso, apresenta os diametros médios

calculados para cada amostra (1 a 9) (n=100 fibras, ImageJ).

Observando a TABELA 5.1 e levando-se em consideracao: (a) o menor
didametro médio; (b) auséncia de beads e (c) menor desvio padrdo, a condi¢do de
eletrofiacdo que melhor satisfaz estas condicdes é aquela com 10% m.V™* eletrofiada
com uma vazdo de 0,6 mL.h™ (amostra 6). Esta condicdo foi escolhida para ser
carregada com antibiético. O diametro da fibra obtido nesta condicdo permite que as
fibras apresentem uma elevada razdo area superficial/volume, contribuindo para o
processo de liberacdo de farmacos. Ainda segundo tabela abaixo, observa-se uma
tendéncia de aumento do valor médio do didmetro das fibras com o aumento da
concentracdo polimérica. Essa observacao é decorrente do aumento da viscosidade

da solucéo.

TABELA 5.1 7 Diametros médios e desvio padrdo mensurados a partir das imagens
de MEV das fibras de Ecovio (ECNF). Amostragem de n=100 fibras (ImageJ).

Amostra  [EC] (m.V"Y)  Fluxo (mL.h™) Didmetro + desvio padr&o

1 5% 0,2 162 + 50 nm
2 5% 0,4 210 + 73 nm
3 5% 0,6 201 + 85 nm
4 10% 0,2 432 + 150nm
5 10% 0,4 361 + 103nm
6 10% 0,6 619 + 115 nm
7 15% 0,2 714 + 249 nm
8 15% 0,4 857 + 292 nm
9 15% 0,6 874 + 249 nm

O espectro FTIR da FIGURA 5.5 corresponde a membrana de EC (0%
CLOX) o qual permite identificar apenas 0s grupos funcionais referentes ao PLA e
ao PBAT que compdem a blenda polimérica. Observando no sentido do menor
nimero de onda para o maior, se destaca o pico de grande intensidade em 729 cm™
correspondente a vibragdo C-H em anel benzénico (C com hibridizacdo sp?), porém,
0 estiramento da mesma ligacdo n&do pode ser observado entre 3000-3200 cm™.
Picos na regido entre 1000 e 1300 cm™ correspondem as vibracées do estiramento
das ligacbes C-O-C de ésteres. Outros trés picos de maior intensidade na regiao de
1714-1755 cm™ sdo indicados: em 1714 cm™ e 1729 cm™ s&o aqueles atribuidos as

carbonilas do grupo éster tereftalico e do grupo éster alquila, enquanto que o pico
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em 1755 cm™ é referente a carbonila do PLA. Os modos vibracionais relacionados
ao estiramento simétrico e assimétrico do -CHs figuram em 2993 e 2946 cm™, bem

como a flexdo desta ligacdo em 1454 cm™ e s&o associados ao PLA>>101103,

e /ﬂ

2993
_ 2946
S 1454
© 1382
(8]
c
S
= 1755
£ “ 729
@ 1720 12691
S 1714
= 1182
1085

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

FIGURA 5.5 - Espectroscopia no infravermelho para ECNF na regido de 500-4000

cm™,

A mistura dos solventes, CHL/DMF, utilizada para solubilizacdo do
polimero tem rapida evaporacdo durante o processo de eletrofiacdo e ndo sao
observados modos vibracionais que possam ser atribuidos a eles. Dessa maneira o
grafico FTIR ratifica o resultado previsto pelas FIGURA 5.2 a FIGURA 5.4, uma vez
que ndo foram observados residuos de solventes que levassem as fibras a
coalescer. Esse resultado é interessante do ponto de vista para aplicacbes em
sistemas liberadores, pois, a auséncia dos solventes diminui a probabilidade de

ocorréncia de inflamacgdes ou rejeicao pelas células do organismo.

A medicédo do angulo de contato estatico (FIGURA 5.6) mostra o perfil
hidrofébico da blenda, que apresentou um angulo de 135+3°, 135+1° e 137+2° para
30, 60 e 90 minutos de eletrofiagdo, respectivamente. Apesar da superficie nao
apresentar-se plana a reprodutibilidade do experimento foi elevada quando
avaliamos o desvio padrdo. O tempo de deposicédo das fibras sobre o coletor ndo

influenciou no angulo de contato inicial, sugerindo a ndo dependéncia do angulo com
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a espessura da membrana fibrosa (camadas de fibras depositadas) ou a variagédo
decorrente do diametro das nanofibras (619+115 nm), mas sim com o caréater

hidrofébico da matriz polimérica.

FIGURA 5.6 - Angulo de contato estatico para fibra de EC (sem antimicrobiano) em
funcdo do tempo de deposicéo das fibras por eletrofiacdo de 30, 60 e 90 minutos. A
direita, fotografia digital do angulo de contato apds 5 segundos de estabilizacdo da
gota sobre as fibras para a amostra com 30 minutos de deposicao.

O angulo de contato permite inferir a respeito da interagcdo que ocorre
entre a matriz polimérica e o meio aquoso, tendo em vista que € neste meio em que
ocorrerd a cinética de liberacdo do presente estudo. A combinacdo do PLA com
PBAT (carater hidrofébico) e a geometria (fibras), com elevada razdo éarea
superficial/volume, torna as ECNF produzidas neste estudo altamente hidrofébicas.

104 & fibras

O PLA é conhecido por sua caracteristica hidrofébica em filmes (93,5 °)
(126,5 °) '%. Filmes de PBAT sédo ligeiramente mais hidrofilicos que os de PLA,
sendo encontrados na literatura angulos de contato que variam entre 70-94° 4*:10°,

Ao contrério, fiboras de PBAT sao mais hidrofobicas, atingindo valores de até 137°
46,107
































































































