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Costa, Vittor Paulo Vieira da. Nao-Tecido Bicamada Produzido por Fiagao por Sopro em Solugao Utilizando
Borracha Natural, Poli(Acido Latico) e Nanoparticulas Bactericidas para Aplicagdes em Curativos de Pele.
2023. Tese (Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2023.

RESUMO

O tratamento adequado de lesdes cutaneas associado a um processo de cicatrizagdo rapido e efetivo
ocasionam economia de despesas médicas e também reduzem a incidéncia de complicagdes funcionais e
estéticas. Membranas bicamada sdo materiais promissores para uso como curativo de pele devido as suas
diferentes camadas porosas que permitem simultaneamente a prote¢do contra infec¢des, o fluxo de ar e
umidade, e também a promog¢do de um ambiente favoravel a adesdo e multiplica¢do celular. A borracha
natural (BN) ¢ um polimero extensivamente utilizado na confec¢do de biomateriais, mas muito pouco
explorado na produgdo de micro-nanofibras para compor nao-tecidos bicamada. Neste projeto foram
desenvolvidas mantas de ndo-tecido bicamada pela técnica de fiacdo por sopro em solugdo, compostas por:
uma camada inferior, destinada ao contato direto com a regido lesionada, composta de uma blenda de BN,
poli(acido latico) (PLA) e polietilenoglicol (PEG) na proporgao respectiva 2:1:3 m/m; e uma camada superior,
para revestimento externo do curativo e prevencdo de infecgdes, composta de fibras de PLA com
incorporagdo de nanoparticulas (NPs) de ZnO, com as concentragdes testadas 1%, 2,5% e 5% m/m em relagdo
ao PLA, e posterior aspersdo de suspensdo de NPs de Ag. Foi observado que, embora o uso de PEG
modifique a morfologia da camada inferior, ela passa a apresentar hidrofobicidade moderada, adequada para a
adesdo celular (angulo de contato variando de 51,95 + 0,64 a 83,99 + 2,26 para as amostras com Ag). O uso
de PEG combinado com ZnO enfraquece mecanicamente o material, mas a resisténcia ¢ recuperada com
aumento do teor de ZnO, e as NPs de Ag conferem atividade antimicrobiana por contato direto ao material. A
presenca e distribuicdo das NPs de ZnO e Ag foi confirmada por espectroscopia de dispersdo de energia de
raios X, e a auséncia de reacdes quimicas entre os componentes foi verificada por espectroscopia no
infravermelho por Transformada de Fourier. Dessa forma, o ndo-tecido bicamada pdde ser obtido com
sucesso por um processo de produgdo simples e de baixo custo, sem necessidade de modificagdes quimicas

dos componentes, visando potencial aplicagdo em curativos de lesdes cutineas.

Palavras-chave: Borracha Natural, Fiagao por Sopro em Solugao, Membrana Assimétrica, Nanotecnologia,
Curativo.



Costa, Vittor Paulo Vieira da. Bilayer Nonwoven Produced by Solution Blow Spinning Using Natural Rubber,
Poly(Lactic Acid) and Bactericidal Nanoparticles for Wound Dressing Applications. 2023. Thesis (Programa
de Pds-graduacgdo em Biotecnologia) — UFSCar, S3o Carlos, 2023.

ABSTRACT

The treatment of skin wounds and a fast and effective healing process results in savings on medical costs and
also reduces the incidence of functional and aestethical complications. Bilayer membranes are promising
materials for usage as wound dressings because its different porous layers simultaneously allow the protection
against infections, air and humidity flow, and also promote a favorable environment for cellular adhesion and
growth. The natural rubber (NR) is a polymer extensively used in the manufacturing of biomaterials, but very
little explored in the production of micro-nanofibers which could compose bilayer nonwovens. This research
project proposed the development of a bilayer nonwoven, using NR as one of the components, through the
solution blow spinning technique. The produced material is composed of: an inferior layer, destined to the
direct contact with the wounded area, made out of a blend of NR, poly(lactic acid) (PLA) and
polyethyleneglicol (PEG) at the respective ratio of 2:1:3 w/w; and a superior layer, for external coating of the
wound dressing and protection against infections, composed of PLA with incorporated ZnO nanoparticles
(NPs), at the tested concentrations of 1%, 2.5% and 5% w/w relative to the PLA, and later aspersion of Ag
NPs suspension. It was observed that, although the usage of PEG modifies the inferior layer’s morphology, it
presents moderate hydrophobicity, adequate to cellular adhesion (contact angle ranging from 51,95 + 0,64 to
83,99 £ 2,26 for the samples containing Ag). The usage of PEG combined with ZnO mechanically weakens
the material, although the resistance is recovered by increasing the ZnO load, and the Ag NPs provide
antimicrobial properties to the material through direct contact. The presence and distribution of Ag and ZnO
NPs was confirmed through X-ray energy dispersion spectroscopy, and the absence of chemical reactions
between the components was verified through Fourier Transformed infrared spectroscopy. Thus, the
nonwoven bilayer could be successfully obtained by a simple and low-cost production process, without the
need for chemical modifications of the components, aiming at potential application in wound dressings for

skin lesions.

Keywords: Natural Rubber. Solution Blow Spinning. Asymmetric Membrane. Nanotechnology. Wound
Dressing.



LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1 - Introdugdo

Figural.1l
Figura 1.2

Figura1.3
Figura 1.4

Figura 1.5

Figura 1.6

Figura 1.7

Figura 1.8

Figura 1.9
Figura 1.10

Figura1.11

Representacdo de uma manta de ndo-tecido bicamada.

llustracdo do funcionamento basico das técnicas de eletrofiacdo e fiagdo por
sopro em solugdo.

Fotografia de uma luva coberta por fibras produzidas pelo sistema de fiagao por
sopro em solugdo.

Comparacdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Electrospinning” e
b) “Solution Blow Spinning” ou “Airbrush”, de 2009 até 2022.

Comparagdo entre quantidade de artigos mencionando, simultaneamente: a)
“Electrospinning” e “Wound dressing” e b) “Solution Blow Spinning” ou
“Airbrush” e “Wound dressing”, de 2009 até 2022.

Comparagdo entre quantidade de artigos mencionando: a)“Wound dressing” e
b) “Asymmetric membrane” ou “Bilayer membrane” ou “Janus fabric” e
“Wound dressing”, de 2009 até 2022.

Comparacgdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Electrospinning” e
b) “Airbrush” ou “Solution blow spinning”, filtrando-se os resultados para
pesquisas realizadas no Brasil, de 2009 até 2022.

Comparagdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Wound dressings”;
b) “Wound dressings” e “Electrospinning”, “Solution blow spinning” ou
“Airbrush”; c) “Asymmetric membrane” ou “Bilayer membrane”; e “Asymmetric
membrane” ou “Bilayer membrane” e “Wound dressing”. Todos os resultados
foram filtrados para “Brasil” e para o periodo de 2009 a 2022.

Representacgdo da estrutura quimica do cis-1,4-poliisopreno.

Comparagdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Natural rubber”, b)
“Natural rubber” e “Wound dressing”, c) “Natural rubber” e “Asymmetric
membrane” ou “Bilayer membrane”, e d) “Natural rubber” e “Electrospinning”
ou “Solution blow spinning”, de 2009 até 2022.

Representacgdo da estrutura quimica dos polimeros a) PLA e b) PEG.

Capitulo 2 — Materiais e Métodos

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

Figura 2.4

Figura 2.5
Figura 2.6

Figura 2.7

Esquema do equipamento para fiagdo por sopro em solugdo: 1) manémetro
que permite visualizacdo e controle da pressdo de ar; 2) seringa contendo a
solucdo polimérica; 3) equipamento que une o canulo de saida de ar e a seringa
que ejeta a solugdo; e 4) coletor rotativo.

Fluxograma proposto para guiar a variagao de parametros durante os testes de
fiagdo por sopro em solugao.

Processo de produgdo do ndo-tecido pela técnica de fiagdo por sopro em
solucdo: 1) deposicdo de fibras de PLA, 2) deposicdo de fibras de blenda de
borracha sobre as fibras de PLA, e 3) aspersdo de Ag sobre a camada de PLA. 4)
Representagdo das duas camadas do material produzido.

Representacgdo simples da estrutura da pele para ilustrar a aplicagdo pretendida
do material produzido: a camada composta pela blenda de borracha fica “para
baixo”, em contato direto com a ferida, enquanto a camada formada por PLA,
com ou sem NPs, fica “para cima”, protegendo a camada inferior da exposicdo
direta ao ambiente.

Fotografia da MNTB obtida.

Exemplo de imagem obtida durante o ensaio de angulo de contato. Em
destaque, os angulos medidos para se determinar o angulo de contato médio.
Esquema do ensaio de halo de inibicdo para cada amostra testada.

pagina

19
24

25
27

28

28

29

29

32
33

34

40

41

42

43

44
47

50



Figura 2.8

Figura 2.9

Esquema dos ensaios de concentragGes inibitoria (CIM) e bactericida (CBM)
minimas sendo usados de maneira complementar. Em destaque, os pogos a que
sdo atribuidas as referidas concentragdes.

Representacdo do ensaio de penetragdo microbiana.

Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4
Figura 3.5

Figura 3.6

Figura 3.7

Figura 3.8

Figura 3.9

Figura 3.10

Figura 3.11

Figura 3.12

Figura 3.13

Analise por DLS da suspensdo aquosa de NPs de Ag. Anadlise do tamanho
(diametro) hidrodinamico médio em termos do nimero de particulas. Usado
com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier,
2023.

Andlise das NPs de ZnO obtidas. a) Imagem de MEV-FEG e b) difratograma de
DRX. Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais
pertencentes a Elsevier, 2023.

Imagem gerada por MEV das fibras obtidas por SB-Spinning de BN pura
preparada em solucdo de cloroférmio-acido férmico 98:2 v/v.

Imagem gerada por MEV para a blenda BN-PLA 2:1.

Imagens obtidas por MEV de cada manta bicamada: camada inferior, sem
adicdo de PEG (a, ¢, e, g), e superior (b, d, f, h), respectivamente, para as
condigdes: a) e b) sem NPs na camada superior; c) e d) com NPs de ZnO a 1%
m/m; e) e f) com NPs de ZnO a 2,5% m/m; g) e h) com NPs de ZnO a 5% m/m.
Imagens obtidas por MEV das mantas bicamada: camada inferior, com adi¢do
de PEG (a, c, e, g), e superior com adicdo de Ag (b, d, f, h), respectivamente,
para as condig¢des: a) e b) sem ZnO na camada superior; c) e d) com NPs de ZnO
a 1% m/m; e) e f) com NPs de ZnO a 2,5% m/m; g) e h) com NPs de ZnO a 5%
m/m. Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais
pertencentes a Elsevier, 2023.

Imagem obtida por MEV da secdo transversal de uma das amostras do material
contendo PEG e ZnO a 5% m/m. Traduzido com permissdo de Costa et al.
(2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

Angulo de contato para as amostras sem PEG: a) camada inferior e b) camada
superior. *Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha
diferenca estatistica (p<0.05).

Angulo de contato para as mantas com adicio de PEG para todas as
concentragGes de ZnO testadas. Resultados obtidos pela andlise a) da camada
inferior e b) da camada superior de cada material. *Médias seguidas de pelo
menos uma letra igual indicam que n3do ha diferenca estatistica (p>0,05).
Angulo de contato das amostras com PEG e Ag para todas as concentracdes de
ZnO testadas, em comparagdo ao branco. Resultados obtidos pela analise a) da
camada inferior e b) da camada superior de cada material. *Médias seguidas de
pelo menos uma letra igual indicam que nao ha diferenca estatistica (p>0,05).
Andlise por espectroscopia no infravermelho para as mantas produzidas.
Respectivamente, camada inferior e superior para as MNTBs contendo como
aditivos: somente ZnO (a e b); ZnO e PEG (c e d); ZnO, PEG e Ag (e e f). g)
corresponde aos polimeros isolados, para comparacdao dos perfis obtidos.
Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a
Elsevier, 2023.

Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 1% e
Ag. Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes
a Elsevier, 2023.

Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 2,5%
e Ag. Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais
pertencentes a Elsevier, 2023.

53

56

58

59

60

61
62

64

66

67

68

69

71

74

75



Figura 3.14

Figura 3.15

Figura 3.16

Figura 3.17

Figura 3.18

Figura 3.19

Figura 3.20

Figura 3.21

Figura 3.22

Figura 3.23

Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 5% e
Ag. Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes
a Elsevier, 2023.

Distribuicdo das nanoparticulas na face inferior da manta contendo ZnO a 5% e
Ag.

Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 5%.
Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a
Elsevier, 2023.

Ensaios i) CIM e ii) CBM para as bactérias: a) Escherichia coli, b) Salmonella
enterica e c) Staphyloccocus aureus. Usado com permissdao de Costa et al.
(2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

Representagdo da parede celular de bactérias a) Gram-positivas e b) Gram-
negativas.

Ensaio de difusdo em agar para E. coli, testando-se respectivamente a face
inferior e a superior para as amostras contendo Ag e: 1% ZnO (a, b); 2,5% ZnO
(c, d); e 5% ZnO (e, f). As imagens i) representam as placas contendo os discos
das amostras, enquanto as imagens ii) correspondem a mesma placa apds a
remogdo das amostras, para conferéncia da inibi¢gdo por contato. Usado com
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier,
2023.

Ensaio de difusdo em agar para S. enterica, testando-se respectivamente a face
inferior e a superior para as amostras contendo Ag e: 1% ZnO (a, b); 2,5% ZnO
(c, d); e 5% ZnO (e, f). As imagens i) representam as placas contendo os discos
das amostras, enquanto as imagens ii) correspondem a mesma placa apds a
remocdo das amostras, para conferéncia da inibicdo por contato. Usado com
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier,
2023.

Ensaio de difusdao em agar para S. aureus, testando-se respectivamente a face
inferior e a superior para as amostras contendo Ag e: 1% ZnO (a, b); 2,5% ZnO
(c, d); e 5% ZnO (e, f). As imagens i) representam as placas contendo os discos
das amostras, enquanto as imagens ii) correspondem a mesma placa apds a
remocdo das amostras, para conferéncia da inibicdo por contato. Usado com
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier,
2023.

Ensaio de penetragdo microbiana para as amostras a) sem adi¢do de Ag e b)
com adicdo de Ag, para as diferentes concentragdes de ZnO testadas.
Adaptado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes
a Elsevier, 2023.

Ensaio de citotoxicidade para amostras: a) sem NPs ou contendo somente ZnO,
nas concentragdes minima e maxima testadas, e b) contendo somente Ag ou Ag
e ZnO para as concentragdes minima e maxima de ZnO testadas. *Médias
seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha diferenga
estatistica (p>0,05). Adaptado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos
autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

76

77

78

82

83

85

86

87

88

89



LISTA DE TABELAS

pagina
Capitulo 2 — Materiais e Métodos
Tabela 2.1 Composicdo tedrica das mantas produzidas. 45
Capitulo 3 — Resultados e Discussao
Tabela3.1 Diametros médios das fibras produzidas para mantas sem PEG. 63

Diametros médios das fibras produzidas para mantas com PEG e Ag. Adaptado com 65
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
Tabela 3.3 Tempo de absorg¢do do liquido de teste pelo material. 70
Picos caracteristicos da espectroscopia no infravermelho e atribui¢des. Adaptado com 72
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
Tabela 3.5 Ensaio mecanico das mantas produzidas. 79

Tabela 3.2

Tabela 3.4



ABINT
AC

BN
BN-P
BN-P-P
CBM
CIM
cTT
DLS
DMA

DMF
ES
FPS

FTIR-ATR

ISO
MEM
MEV

MEV-EDS

MH
M,
MNTB
MO
MTT

MW
NIBIB
NIH
NP
PCL
PEG
PEO
PLA
PVP
rom

SB-Spinning

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associacdo Brasileira das Industrias de Ndo-Tecidos e Tecidos Técnicos
Angulo de Contato

Borracha natural

Blenda de borracha natural e poli(acido Iatico)

Blenda de borracha natural, poli(acido latico) e polietilenoglicol
Concentracdo Bactericida Minima

Concentracgdo Inibitéria Minima

Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio

Espalhamento de Luz Dindamico

Analise Dinamico-Mecanica

N,N-dimetilformamida

Eletrofiacdo

Quadros por segundo

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier — Reflectancia Total
Atenuada

International Organization for Standards
Meio Essencial Minimo

Microscopia Eletronica de Varredura

Microscopia Eletronica de Varredura — Espectroscopia de Espalhamento de Energia de
Raios X

Meio Mueller-Hinton/Mller-Hinton

Massa molar média — média numérica

Manta de Ndo-Tecido Bicamada

Microscopia Otica

Brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio
Massa molar média — média ponderada por massa
National Institute of Biomedical Imaging and Bioengineering
National Institutes of Health

Nanoparticula

Policaprolactona

Polietilenoglicol

Poli(6xido de etileno)

Poli(acido latico)

Polivinilpirrolidona

Rotagdes por minuto

Fiacdo por sopro em solucdo



UFC Unidades formadoras de col6nia

uv Ultravioleta



SUMARIO

Capitulo 1 - Introdugdo
1.1 LesOes cutaneas

1.2 Curativos

1.3 Biomateriais
1.4 Membranas bicamada

1.5 Nanotecnologia
1.5.1 Nanoparticulas metalicas e ceramicas
1.5.2 Micro- e nanofibras poliméricas
1.6 Polimeros de interesse
1.6.1 Blendas poliméricas
1.6.2 Borracha natural
1.6.3 Polimeros auxiliares
1.7 Objetivos

Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.1 Materiais utilizados
2.1.1 Polimeros
2.1.2 Solventes
2.1.3 Nanoparticulas
2.2 Ensaios para produc¢do da manta

2.2.1 Ensaios de solubilidade e compatibilidade
2.2.2 Preparo das solucdes para fiagdo
2.2.3 Definigdo de parametros da fiagdo
2.3 Caracterizagdo dos materiais produzidos
2.3.1 Analise por microscopia
2.3.2 Anélise do Angulo de Contato
2.3.3 Analise por ensaio mecanico de tragdo
2.3.4 Analise por Espectroscopia na regido do Infravermelho
2.3.5 Andlises de propriedades antimicrobianas
2.3.5.1 Ensaio de atividade antibacteriana
2.3.5.1.1 Ensaio de difusdo em agar
2.3.5.1.2 Concentragdo Inibitéria Minima
2.3.5.1.3 Concentragdo Bactericida Minima
2.3.5.2 Ensaio de Penetragdao Microbiana
2.3.6 Analise de citotoxicidade
2.3.7 Analise estatistica

Capitulo 3 — Resultados e Discussao

3.1 Caracterizagdo das nanoparticulas

3.2 Otimizacdo dos parametros experimentais de fiacdo
3.3 Angulo de contato e correcdo da hidrofobicidade
3.4 Analise por espectroscopia no infravermelho

3.5 Analise da distribuicdo das nanoparticulas

3.6 Ensaio mecanico de tragdo

pagina
15
15

15

16
18
19
20
22
30
31
31
33
34

36

36
36
37
37
38

38
39
39
45
45
46
47
47
48
48
48
50
53
54
56
57

58

58
59
66
70
73
78



3.7 Analises bioldgicas
Capitulo 4 — Conclusées e perspectivas futuras

Referéncias

81
90
92



15

Capitulo 1 — Introdugao

1.1 LesOes cutaneas

Lesdes cutaneas ou feridas podem ser definidas como lesdes ou interrupc¢des na
estrutura da epiderme, resultantes de danos mecénicos, fisicos ou quimicos, ou de
condicbes médicas (BORDA et al. 2016). No caso de traumas provocados, a lesdo
produzida tende a se recuperar dentro de um intervalo previsivel, sendo considerada
aguda. No caso de lesdes que persistem por tempo indeterminado ou que reincidem,
consideradas cronicas, ha a presenca de complicacées médicas, como doencas, alteracdes
cardiovasculares e infecgOes persistentes (BOATENG et al. 2008; BORDA et al. 2016). As
lesdes cutaneas também podem ser classificadas quanto a sua causa e a extensdo do dano
provocado em termos de area lesionada ou profundidade da ferida, como: restrita as
camadas mais superficiais da pele, ou atingindo inclusive tecidos subjacentes (BOATENG
et al., 2008; BORDA et al., 2016). Embora lesGes mais simples se recuperem
espontaneamente, a manutencdo de um ambiente propriamente Umido e protegido
contra microrganismos muitas vezes se faz necessaria. Além disso, o controle apropriado
do ambiente da lesdo também evita a formacao de cicatrizes, que resultam em perda
estética e funcional do tecido lesionado (KARPPINEN et al., 2019; SEN, 2019). A promocao
de um ambiente mais controlado e favoravel a recuperacao tecidual é obtida pelo uso de

curativos.

1.2 Curativos

Curativos sdo dispositivos aplicados sobre feridas, de forma a protegé-las contra
infeccOes e permitindo controle da umidade local, auxiliando na sua rapida recuperacao
(BOATENG et al., 2008; BORDA et al., 2016; VOWDEN; VOWDEN, 2017; ARAGON et al.,
2019). Existem, no entanto, diferentes tipos de lesdo, considerando-se extensdo e
profundidade afetada, bem como teor de umidade presente. Dessa forma, o
desenvolvimento de novos materiais que consigam atender a especificidades de cada tipo

de lesdo para proporcionar um ambiente favoravel a recuperacdao tecidual é uma
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promissora area de pesquisa (BOATENG et al., 2008; BORDA et al., 2016; VOWDEN;
VOWDEN, 2017; ARAGON et al., 2019) e de mercado (SEN, 2019; FORTUNE BUSINESS
INSIGHTS, 2020; HOMAEIGOHAR; BOCCACCINI, 2020; PRECEDENCE RESEARCH, 2021,
GMINSIGHTS, 2022).

Idealmente, curativos ndo provocam reacdes adversas como alergias, respostas
inflamatérias e irritacdes, e sdo capazes de manter o ambiente da lesdo com umidade
adequada, absorvendo o excesso de exsudato ou impedindo o ressecamento da ferida, ao
mesmo tempo em que previnem a contaminagdo por microrganismos presentes no
ambiente e permitem a troca de gases (BOATENG et al., 2008; BORDA et al., 2016;
VOWDEN; VOWDEN, 2017; ARAGON et al., 2019). Outras caracteristicas desejaveis s3o: o
estimulo a recrutamento e proliferacao celular para aceleragdo da regeneragdo tecidual, e
a capacidade de ser bioabsorvido para que ndo seja necessario o procedimento de
remoc¢ao. Na impossibilidade de se evitar a remog¢do do curativo durante ou apds o
tratamento, deseja-se que a sua remocdo ndo provoque desconforto ao paciente nem
interfira no processo de reparo tecidual (BOATENG et al., 2008; BORDA et al., 2016;
VOWDEN; VOWDEN, 2017; ARAGON et al., 2019). Essas diferentes propriedades podem

ser obtidas através do estudo e combinacdo de materiais diversos.

1.3 Biomateriais
Biomateriais sdao definidos pelo National Institute of Biomedical Imaging and
Bioengineering (NIBIB, 2017), divisao do National Institutes of Health (NIH, EUA), como:

Qualquer matéria ou superficie capaz de interagir com sistemas bioldgicos.
Biomateriais podem ser derivados da natureza ou sintetizados em laboratério
usando-se componentes metalicos, poliméricos, ceramicos ou materiais
compdsitos. Dispositivos médicos feitos de biomateriais sdao frequentemente
usados para substituir ou melhorar uma fungao natural. Exemplos incluem
valvulas cardiacas, reposicdes de quadril, e materiais usados regularmente em
odontologia e cirurgia. (Tradugdo nossa).

Ainda segundo o NIBIB (2017), os biomateriais também podem ser compostos por

células e tecidos vivos, e encontram aplicacdes médicas como: implantes médicos, de
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stents e reposigdes de articulagbes a dispositivos de estimulo a nervos; métodos de cura
de tecidos, como suturas, grampos e curativos dissolviveis; tecidos humanos regenerados,
formados por um biomaterial atuando como suporte para células e moléculas bioativas,
ou mesmo orgdos completos produzidos em laboratério; sondas moleculares e
nanoparticulas para imageamento e terapia; biossensores, como dispositivos de
monitoramento de parametros fisioldgicos e sensores de atividade cerebral; e sistemas de
liberacdo de farmacos. Dessa forma, o estudo de biomateriais também abrange o
desenvolvimento de novos curativos.

Os biomateriais apresentam grande importancia econdmica, tendo movimentado
110 bilhGes de ddlares em 2020 (PRECEDENCE RESEARCH, 2021). As estimativas de
crescimento ao ano do mercado variam de acordo com a agéncia de pesquisa: de 12,2% a
15,2%, com projecOes para 2027 de 245,6 a 390,92 bilhdes de ddlares/ano (FORTUNE
BUSINESS INSIGHTS, 2020; PRECEDENCE RESEARCH, 2021). Em especifico, o mercado de
téxteis com propriedades antimicrobianas movimentou mais de 14,5 bilhdes de ddlares
em 2022, e estima-se um crescimento anual de 6,5% até 2032 (GMINSIGHTS, 2022). Os
gastos a serem evitados com cuidados pés-atendimento e com métodos mais invasivos
para tratar complicacdes ocasionadas pelo desenvolvimento de feridas cronicas também
atingem a cifra de bilhdes de ddlares anualmente, e o desenvolvimento e aprimoramento
de curativos inteligentes reduziria ndo apenas a incidéncia de feridas cronicas, mas
também o tempo de recuperacgdo e os cuidados exigidos (HOMAEIGOHAR; BOCCACCINI,
2020; SEN, 2019).

O crescimento observado no mercado de biomateriais pode ser atribuido a diversos
fatores, como: o envelhecimento populacional; a maior incidéncia de doencas crbnicas; a
necessidade tratamentos alternativos a antibidticos devido ao surgimento de
microrganismos resistentes; e também a recente pandemia ocasionada pelo virus SARS-
CoV-2, que aumentou a atencdo para produtos antimicrobianos em geral. Especialmente
durante o periodo da pandemia, no qual ainda ndo existiam propostas de prevengdo ou
tratamento especificos para CoViD-19, e sabia-se que o virus poderia ser disseminado por

aerossobis ou contato com superficies contaminadas (FALAHI; KENARKOOHI, 2020), as



18

principais medidas de combate a disseminacdo da doenca eram baseadas em acdes
preventivas, como uso de mascara de protecdo, manutenc¢do de distanciamento fisico, e
boas praticas de higiene, tanto pessoal quanto no cuidado para limpeza de superficies.
Nesse contexto, mascaras, roupas em geral, luvas e outros materiais que pudessem
oferecer algum tipo de neutralizacdo do virus (CANO-VICENT et al., 2021; KARAGOZ et al.,
2021) ganharam atencdo. Além disso, muitos hospitais no Brasil utilizaram altas dosagens
de antibidticos de forma preventiva em pacientes internados com CoViD-19, a fim de se
tentar impedir infeccbes em pacientes muito debilitados; esta pratica, no entanto,

resultou na aceleragao do surgimento de superbactérias (MENEZES, 2021).

1.4 Membranas bicamada

Para aplicagbes como curativos, visando-se as propriedades desejdveis, os
biomateriais compostos por membranas bicamada s3o bastante promissores (ARAGON et
al., 2019; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA,
2015). As membranas bicamada, também chamadas de membranas assimétricas ou
tecido de Janus, sdo biomateriais compostos de duas camadas distintas. As membranas
assimétricas empregadas como curativos, em geral, apresentam uma camada fina e densa
(skin), e outra espessa e porosa (sponge), que simulam a estrutura da epiderme. Estas
duas camadas podem ser compostas pela mesma substancia ou substancias distintas,
permitindo-se o ajuste de suas propriedades. Entre os diversos métodos de producdo de
membranas bicamada, a producdo de mantas de nao-tecidos bicamada (MNTB) se destaca
pela elevada porosidade e area superficial, pela estrutura fibrosa que simula a matriz
extracelular, e pela simplicidade de obtencdo do material em comparacdo as outras
técnicas de producdo de membranas bicamada (MIGUEL, MOREIRA; CORREIA, 2019;
MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA, 2015). Enquanto o termo “membrana” esta mais
atrelado a porosidade e capacidade de permeacdo do material, ele é mais utilizado do que
“manta”, que remete a estrutura fibrosa do material. Alguns autores se referem as MNTBs
como “membranas bicamada fibrosas”. Uma ilustracdo de MNTB utilizada como curativo é

apresentada na Figura 1.1.
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Figura 1.1 Representacdo de uma manta de nao-tecido bicamada.

Uma MNTB utilizada como curativo apresenta uma camada densa com a finalidade
de proteger a regido lesionada contra microrganismos do ambiente, seja pela propria
estrutura fisica capaz de reter bactérias e fungos, seja por propriedades quimicas do
material ou de aditivos capazes de neutralizar os microrganismos que tentem atravessar o
material (ARAGON et al., 2019; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; MORGADO; AGUIAR-
RICARDO; CORREIA, 2015). A capacidade de reter ou inativar virus, ou de apresentar
melhor eficiéncia para tipos especificos de microrganismos, dependeria do material ou
aditivo utilizado. A camada mais porosa do material propicia um ambiente mais favoravel
a adesdo e multiplicagao celular, ajudando o processo de regeneragao a ocorrer de forma
mais rapida. As duas camadas apresentam poros interconectados que permitem o fluxo
de ar e vapor de agua, permitindo que a ferida respire e oferecendo algum grau de
controle de umidade (ARAGON et al., 2019; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019;
MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA, 2015).

1.5 Nanotecnologia
A nanotecnologia pode ser definida como o desenho, fabricacdo e aplicagcdo de

materiais na escala nanométrica (10° m). Nesta escala, o aumento da superficie
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especifica, ou seja, a proporcao entre a superficie e o volume do material, traz novas
propriedades de nivel quantico que ndo sdo observadas em escala macroscopica, ou
mesmo micrométrica (10° m) (CAO, 2004; SANFELICE; PAVINATTO; CORREA, 2022). Isso
ocorre porque, com o aumento de superficie livre, quantidades maiores de atomos e
moléculas encontram-se “expostos” ao ambiente, realizando intera¢des quimicas com
menos atomos ou moléculas vizinhas do mesmo material. Dessa forma, surge um
desequilibrio de forgas na superficie do material, tornando-a mais energética e mais
influenciavel por efeitos quanticos (CAO, 2004). Essa energia disponivel para interacdo
confere aos nanomateriais propriedades distintas, como band gap ajustiavel de
semicondutores e reatividade quimica, influenciando, por exemplo, na atividade catalitica
do material (CAO, 2004).

Os nanomateriais podem ser produzidos de acordo com duas metodologias: top-
down (“de cima para baixo”) ou bottom-up (“de baixo para cima”). As metodologias top-
down baseiam-se na redugdo das dimensdes de um material macroscépico até atingir as
dimensdes micro/nanométricas desejadas, como, por exemplo, em um processo de
moagem (CAO, 2004). As metodologias bottom-up consistem de técnicas de aglomeracao
ou crescimento dos precursores para que formem as micro/nanoestruturas desejadas,
gue poderiam ser representadas por técnicas de producao de particulas ou fibras a partir
de solucbes (CAO, 2004). Tipicamente, materiais que apresentam pelo menos uma
dimensdo de 1 a 100 nm, como particulas, fibras ou folhas, sdo chamados de
nanomateriais (CAO, 2004; SANFELICE; PAVINATTO; CORREA, 2022) devido as
propriedades quanticas de maior intensidade que emergem com o tamanho diminuto,
embora materiais com dimensdo(0es) abaixo de 1 um ainda possam ser considerados

“nano” e também apresentar propriedades de interesse.

1.5.1 Nanoparticulas metalicas e ceramicas
Particulas em escala nanométrica tornam-se mais reativas, permitindo-se uma
reducdo do teor de aditivo para se obter o mesmo efeito desejado e consequentemente

menos problemas ambientais decorrentes do seu processamento e descarte, uma vez que
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uma quantidade menor de material residual precisaria ser recuperada e tratada (SAHOO
et al., 2007). Ao se usar uma menor carga de materiais considerados como poluentes,
residuos ndo-tratados ou acidentalmente lancados ao ambiente ocasionariam uma menor
difusdo destes componentes. Propriedades das nanoparticulas (NPs), como reatividade,
atividade antimicrobiana, band gap de semicondutores e mesmo a coloracao observada
na suspensao, seja sob excitacdo de luz visivel ou ultravioleta (UV), estdo relacionadas nao
somente a composi¢cdo quimica, mas também a morfologia e ao tamanho das NPs (KHAN;
SAEED; KHAN, 2017). Dessa forma, diferencas na sintese ou processamento das NPs
podem ocasionar variagdes em suas propriedades, permitindo ajustes de acordo com a
finalidade pretendida. Por outro lado, materiais tidos como seguros em escala
macrométrica podem passar a apresentar algum nivel de toxicidade quando usados na
forma de NPs, o que também levanta preocupacdes ambientais (AMEEN et al., 2021;
KHAN; SAEED; KHAN, 2017; KROL et al., 2017; REDDY et al., 2007). Dessa forma, ao se
utilizar NPs metdlicas como aditivos em materiais de aplicagdo biolégica, como curativos
(RODRIGUEZ-TOBIAS et al., 2014), deve-se analisar o perfil de liberacdo destas particulas
ao longo do tempo, garantindo-se que haja uma concentrag¢do consideravelmente estavel
gue seja ao mesmo tempo eficaz para o uso pretendido e ndo-tdxica.

O oxido de zinco (ZnO) é amplamente empregado nas industrias cosmética e
farmacéutica por ser uma fonte segura de zinco, envolvido em processos de reparo
tecidual (LANSDOWN et al.,, 2007). Além disso, o ZnO também apresenta atividade
antimicrobiana e pode até mesmo ser usado como protetor solar devido a sua capacidade
de absorgdo de luz UV (GOYAL et al., 2016; REDDY et al., 2007; RODRIGUEZ-TOBIAS et al.,
2014). No entanto, ZnO na forma de NP apresenta efeito citotdxico dependente de sua
concentragdo e tamanho (REDDY et al., 2007), entdo deve-se tomar o cuidado de manter a
sua liberacdo sob controle. Reddy et al. (2007) observaram que, para linfécitos T, NPs de
Zn0O com 11 nm de didmetro apresentavam efeito citotdxico em concentracdes a partir de
5 mM, enquanto pd de ZnO, processado acima da escala nanométrica, ndo apresentou
citotoxicidade para as concentracOes testadas. NPs de prata (Ag), também amplamente

empregadas pela industria na confeccdo de téxteis, embalagens, e mesmo proteses,
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apresentam atividade bactericida (BALLESTEROS; CORREA; ZUCOLOTTO, 2020;
DARISTOTLE et al., 2020; SOUZA NETO, 2016), mas também podem ser citotdxicas em
elevadas concentracdes (AMEEN et al., 2021; BECARO et al., 2021; BURDUSEL et al., 2018;
DARISTOTLE et al., 2020; HASAN et al., 2022). Burdusel et al. (2021) apontaram que,
embora NPs de Ag sejam muito utilizadas pelo seu efeito antimicrobiano, estudos que
melhor esclarecam seu potencial citotéxico ainda precisam ser conduzidos. Becaro et al.
(2021) observaram que mesmo concentracdes de NPs de Ag abaixo de limites
recomendados por 6rgdos de saude internacionais para alimentos (50 ug/kg) podem

resultar em alteragdes no desenvolvimento de embrides de ratos.

1.5.2 Micro- e nanofibras poliméricas

Micro- e nanofibras em geral sdo materiais com elevada superficie especifica, e
mantas destes materiais apresentam alta porosidade. Essas mantas sdo comumente
denominadas ndo-tecidos, pois, de acordo com a norma NBR-13370, ndo-tecidos sdo
estruturas planas, flexiveis e porosas compostas de fibras ou filamentos que possuem
orientacdo direcional ou randémica, enquanto tecidos, definidos pela norma ABNT/TB-
392, sdo estruturas produzidas pelo entrelacamento de fibras formando angulos iguais (ou
préximos) a 90° (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE NAO-TECIDOS E TECIDOS
TECNICOS (ABINT), 2021). Estas caracteristicas, aliadas a maior energia disponivel na
superficie de nanomateriais, permitem que nanofibras apresentem grande aplicabilidade
como filtros de poluentes (ALVARENGA; CORREA, 2021; CORREA et al., 2019; MERCANTE
et al., 2017a; ZAMEL; KHAN, 2021), sensores (ANDRE et al.,, 2015, 2021; DINCER et al.,
2019; MERCANTE et al., 2017b, 2019; MIGLIORINI et al., 2020) e materiais esportivos de
alta performance, como tecidos simultaneamente hidrofébicos e respiraveis (HARIFI;
MONTAZER, 2017). Por outro lado, a estrutura fibrosa mimetiza a matriz extracelular, e os
poros interconectados permitem a migracdo e penetracdo de células, tornando os nao-
tecidos excelentes materiais para aplicacgdes em curativos (AMBEKAR;
KANDASUBRAMANIAN, 2019; CHAGAS et al., 2021; HOMAEIGOHAR; BOCCACCINI, 2020;
RODRIGUEZ-TOBIAS et al., 2014; SANTOS et al., 2018; ZHANG et al., 2005). Entre as
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técnicas de produgdo de micro/nanofibras, destacam-se a Eletrofiagdo (Electrospinning,
ES) e a Fiacdo por Sopro em Solucdo (Solution Blow Spinning, SB-Spinning).

A técnica de ES consiste em submeter uma gota de solucdo polimérica contida num
capilar a uma alta tensdo elétrica, cujo acimulo de cargas elétricas gera uma repulsao
eletrostdtica, deformando a gota em um cone denominado Cone de Taylor (MERCANTE et
al., 2017b; RODRIGUEZ-TOBIAS et al., 2014; MERCANTE et al., 2021; TEODORO et al.,
2022). Quando a forga de repulsdo eletrostatica supera a forca de tensdo superficial, do
apice do cone ocorre a ejecdo de um capilar que se move em direcdo a um coletor
condutor neutro ou com carga elétrica oposta, conforme ilustrado na Figura 1.2. Durante
a trajetdria, o solvente é evaporado e os capilares formam micro- ou nanofibras que se
depositam no coletor (CAO, 2004; CHAGAS et al., 2021; CORREA et al., 2019; KENRY; LIM,
2017; MERCANTE et al., 2021; SCHIFFMAN; SCHAUER, 2008; TEODORO et al., 2022). A ES
permite o uso de uma grande variedade de solventes e polimeros, desde que a solugao
seja polar ou polarizavel para que a aplicacao de campo elétrico surta efeito.

O processo de SB-Spinning, algumas vezes referido como “airbrush”, foi criado em
2009 por Medeiros et al. como uma alternativa a ES. No lugar de um campo elétrico, a
técnica utiliza um fluxo de gds pressurizado, normalmente ar comprimido, para realizar o
estiramento da solugdo (MEDEIROS et al., 2009), conforme ilustrado na Figura 1.2. O fluxo
de ar produz uma forga de cisalhamento na gota de solucdo, deformando-a em um cone, e
também gera uma zona de baixa pressdo na regido imediatamente a frente do canulo
ejetor de solucdo (MEDEIROS et al., 2009). A quebra da tensdo superficial produz os

capilares que gerardo as micro- e nanofibras.
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Figura 1.2 llustragdo do funcionamento basico das técnicas de eletrofiagao e fiagdo por sopro em solugao.

A SB-Spinning apresenta um menor custo operacional e uma maior seguranga ao
operador, pois ndo had necessidade de se utilizar altas tensdes elétricas, e apresenta
menos restricdes de substancias a serem utilizadas, uma vez que os solventes e polimeros
utilizados ndo necessitam apresentar condutividade elétrica (CORREA et al., 2019; KENRY;
LIM, 2017; MEDEIROS et al., 2009; PASCHOALIN et al., 2017; SANTOS et al., 2020), embora
a volatilidade dos solventes ainda seja uma limitagdo. Além disso, a SB-Spinning, em
compara¢dao com a ES, apresenta maior produtividade por permitir o uso de vazdes
maiores de solucdo (MEDEIROS et al., 2009), traz a possibilidade de deposicdo direta, em
teoria, sobre qualquer superficie, inclusive sistemas biolégicos (MEDEIROS et al., 2009;
PASCHOALIN et al., 2017; SANTOS et al., 2020) (Figura 1.3), e a maior simplicidade de
montagem do equipamento utilizado torna o processo de aumento de escala mais facil

(DARISTOTLE et al., 2016; KOLBASOV et al., 2016).
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Figura 1.3 Fotografia de uma luva coberta por fibras produzidas pelo sistema de fiagdo por sopro em
solucdo.

A SB-Spinning é influenciada pelos seguintes parametros:

® Parametros ambientais: umidade do ar e temperatura ambiente no local de fia¢do.
Estes parametros influenciam na secagem do material, e elevada umidade pode
ocasionar o aparecimento de rugosidades ou poros em fibras que usam solventes
hidrofébicos (MEDEIROS et al., 2009). De forma geral, temperaturas mais elevadas
e baixa umidade sdo desejaveis, mas as condices ideais (ou toleradas) dependem
das solucdes utilizadas, e o controle destes parametros depende do quao isolado o

local de fiacdo é em relacdo ao ambiente ao seu redor e a fluxos de ar.

® Parametros de solugdo: viscoelasticidade da solucdo, volatilidade dos solventes
utilizados, concentracao da solugdo, afinidade do soluto pelo solvente. Solugdes
mais viscosas apresentam maior resisténcia ao estiramento e tendem a formar
fibras mais espessas (MEDEIROS et al., 2009; WOJASINSKI; PILAREK; CIACH, 2014).
SolucGes pouco viscosas ndo sustentam a formacdo de capilares (DARISTOTLE et
al., 2016), formando fibras “picotadas”, ou apenas sdo aspergidas sobre o coletor.

Maior concentracdo de soluto significa menor quantidade de solvente a ser
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evaporado, o que representa maior facilidade na deposicdo de fibras secas.
Dificuldades na evaporacdo de solventes impedem a deposicdo de fibras secas,

ocasionando a producdo de fitas, ou mesmo filmes (MEDEIROS et al., 2009).

Vazdao de solugdo: quanto maior a vazao, maior a dificuldade em se estirar a
solugdo e evaporar o solvente. A vazao deve ser balanceada com a pressao do ar
para gerar um cone estdvel. Cones instaveis geram fibras com tamanhos variados e
didmetros varidveis em uma mesma fibra (fibras com “contas” ou beads)

(MEDEIROS et al., 2009).

Pressdo do ar: responsavel pelo estiramento e secagem da solu¢cdo. Quando muito
elevada para a vazao adotada, promove a aspersdao da solucdo. Quando muito
baixa, promove o acimulo de solugdo, provocando entupimento ou lancamento de

fragmentos sobre o material depositado (MEDEIROS et al., 2009).

Protrusdo do canulo da solugdo: distancia entre a extremidade do canulo de ejegao
de solugdo e o canulo de saida de ar pressurizado. O aumento da distancia reduz a
forca aplicada pela corrente de ar a solugdo enquanto a massa de ar se mantém
aproximadamente a mesma. A variacdo da protrusao permite um melhor ajuste no

equilibrio entre vazdo e pressao.

Distancia de trabalho: distdncia entre a extremidade do canulo de ejecdo de
solucdo e o coletor. A distancia deve permitir que os capilares de solugao sequem
antes de atingir o coletor (MEDEIROS et al.,, 2009). A variacdo da distancia
influencia a deposicdo das fibras sobre o coletor, pois quando em elevada
velocidade as fibras podem ser defletidas ao atingir o coletor, ao invés de aderirem
e se depositarem. O distanciamento adequado também pode permitir um bom

alinhamento das fibras depositadas (WOJASINSKI; PILAREK; CIACH, 2014).

Velocidade de rotagdo do coletor (quando rotativo): a velocidade do coletor pode

permitir uma deposicdo mais alinhada das fibras.
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Apesar de apresentar diversas vantagens, a técnica de SB-Spinning ainda ndo é tao
popular quanto a ES, possivelmente por ser uma técnica muito mais recente. Foram feitos
levantamentos de publicagdes indexadas no banco de dados Web of Science,
comparando-se o numero de publicacdes mencionando as duas técnicas, de 1 de janeiro
de 2009, ano em que a técnica de SB-Spinning foi criada, até 1° de dezembro de 2022
(Figura 1.4). E possivel observar uma enorme diferenca na quantidade de publicacdes

encontradas, mesmo quando os dois principais nomes para SB-Spinning sdo analisados

conjuntamente.
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Figura 1.4 Comparagdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Electrospinning” e b) “Solution Blow
Spinning” ou “Airbrush”, de 2009 até 2022.

Pode-se observar também que, embora a analise e o desenvolvimento de curativos
seja um tépico de interesse e ja explorado na ES, a SB-Spinning ainda é pouco utilizada
(Figura 1.5). E, de uma maneira geral, membranas bicamada, sob qualquer um dos nomes
utilizados, ainda ndo sdo amplamente exploradas para uso como curativos (Figura 1.6). Os
termos “ndo-tecido assimétrico” e “ndo-tecido bicamada” ainda sdo muito pouco
difundidos, entdo para a pesquisa por resultados considerou-se apenas “membrana”, que

poderia incluir “membrana fibrosa”, em vez de “ndo-tecido”.
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Figura 1.5 Comparagdo entre quantidade de artigos mencionando, simultaneamente: a) “Electrospinning” e
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Figura 1.6 Comparacdo entre quantidade de artigos mencionando: a)“Wound dressing” e b) “Asymmetric
membrane” ou “Bilayer membrane” ou “Janus fabric” e “Wound dressing”, de 2009 até 2022.

No Brasil, observa-se a manutencado da tendéncia da técnica de ES ser mais popular
do que a SB-Spinning (Figura 1.7) e, embora tanto os temas “curativo” e “membranas
bicamada” tenham certa popularidade, o uso de técnicas de fiacdo em geral ainda é pouco
explorado na confec¢do de curativos, e quase nao ha pesquisas envolvendo membranas

bicamada em geral e curativos (Figura 1.8).
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Figura 1.7 Comparacgdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Electrospinning” e b) “Airbrush” ou
“Solution blow spinning”, filtrando-se os resultados para pesquisas realizadas no Brasil, de 2009 até 2022.
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Figura 1.8 Comparagdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Wound dressings”; b) “Wound
dressings” e “Electrospinning”, “Solution blow spinning” ou “Airbrush”; c) “Asymmetric membrane” ou
“Bilayer membrane”; e “Asymmetric membrane” ou “Bilayer membrane” e “Wound dressing”. Todos os
resultados foram filtrados para “Brasil” e para o periodo de 2009 a 2022.
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A producdo de MNTBs pela técnica de ES apresenta resultados promissores
(ARAGON et al., 2019; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019). A fiacdo desse material pode
ser realizada pela simples troca de solucgdo a ser fiada durante o processo, depositando-se
materiais com propriedades distintas (GRACA et al., 2021), e 0 mesmo equipamento que
realiza a fiagdo pode também realizar aspersdo de solu¢des (RODRIGUEZ-TOBIAS et al.,
2014), o que permite a funcionalizacdo e recobrimento de cada camada com aditivos de
interesse. Essa facilidade na obten¢do de uma estrutura porosa e fibrosa com camadas de
propriedades distintas e relativa liberdade de escolha de componentes supera outras
técnicas de obtencdo de membranas bicamada (MORGADO; AGUIAR-RICARDO; CORREIA,
2015). Como a SB-Spinning apresenta vantagens na velocidade de producdo e facilidade
de mudanga de escala em relagdo a ES, ainda ha muito a ser explorado no
desenvolvimento de curativos bicamada por esta técnica, tanto em termos de geracao de

conhecimento quanto em fatores economicos.

1.6 Polimeros de interesse

Tanto a ES quanto a SB-Spinning se baseiam no uso de solug¢des poliméricas, com ou
sem aditivos, para produzir as micro-nanofibras. Para aplicacGes biomédicas, os polimeros
de origem natural apresentam grande importancia devido a melhor biocompatibilidade,
bioatividade, biorressorcdo (capacidade de ser removido do local de origem por processos
biolégicos para ser absorvido ou eliminado) e bioabsor¢do (capacidade de ser
propriamente metabolizado pelo organismo) em relacdo a polimeros puramente
sintéticos, além de serem derivados de fontes renovaveis e apresentarem
biodegradabilidade superior (CALLISTER JR; RETHWISCH, 2012; HOMAEIGOHAR;
BOCCACCINI, 2020; MISHRA et al., 2018; SIONKOWSKA, 2011). No entanto, nem todos os
polimeros podem ser fiados devido as propriedades viscoelasticas inadequadas em
solucdo, como viscosidade elevada (que dificulta o estiramento do material), ou a
incapacidade de resistir ao estiramento e produzir um jato continuo (DARISTOTLE et al.,
2016; MEDEIROS et al., 2009). Alguns polimeros também podem apresentar interacdes

intermoleculares fortes o suficiente para provocar a coalescéncia (adesdo/fusdo) das
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fibras. Para ajudar a resolver estes desafios, a adicdo de polimeros auxiliares pode se fazer

necessaria.

1.6.1 Blendas poliméricas

Blendas poliméricas sdao misturas de polimeros, que podem ser obtidas tipicamente
por mistura de solucbes dos polimeros, ou pela mistura dos polimeros desejados
enquanto estdo derretidos (PAUL; BARLOW, 1980), visando a obtencdo de um material
com propriedades diferenciadas. Polimeros sdo considerados misciveis quando a mistura
formada é estavel, enquanto polimeros imisciveis tendem a se separar ao longo do tempo
(PAUL; BARLOW, 1980). As blendas formadas podem apresentar propriedades
intermediarias entre os polimeros puros, dependente da proporgao presente de cada um,
ou apresentar um ganho ou piora nas propriedades analisadas, caso os polimeros sejam
respectivamente sinérgicos ou incompativeis (PAUL; BARLOW, 1980). Polimeros de menor
massa molecular formam solu¢des menos viscosas, enquanto polimeros de maior massa
molecular apresentam maior dificuldade em se solubilizar e tornam a solu¢do mais viscosa
(CANEVAROLO JR, S, 2006; HANSEN, 2013). Polimeros de menor massa molecular podem
atuar como plasticizantes ou plastificantes, tornando a mistura mais maleavel (PAUL;
BARLOW, 1980), enquanto polimeros mais rigidos ou outros aditivos podem contribuir
para tornar a blenda mais resistente. Dessa forma, a escolha de polimeros auxiliares
permite ajustar as propriedades originais de forma a melhor atender a finalidade

desejada.

1.6.2 Borracha natural

A borracha natural (BN) é obtida do latex, seiva da seringueira (Hevea brasiliensis). A
BN é composta principalmente de cadeias de cis-1,4-poliisopreno (Figura 1.9),
encontradas em suspensdao no latex na forma de particulas revestidas por proteinas
negativamente carregadas e fosfolipidios, assegurando a sua estabilidade (ARCHER;
SEKHAR, 1955; HERCULANO, 2009; SILVA, 2017). Enquanto o soro contém proteinas

atribuidas as propriedades angiogénicas do latex, a BN é responsavel pelas propriedades
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mecanicas, e pode ser coagulada quando o pH da solucdo torna-se inferior a 5 através da
adicdo de acidos ou pela acdo de agentes bioldgicos, ou devido a perda natural de
umidade (FERREIRA; COUTINHO-NETTO; MULATO, 2009; HERCULANO, 2009; SILVA, 2017).
Dessa forma, adicionar solucdo de amonia ao latex e manté-lo em geladeira permite que
seja preservado na forma liquida (FERREIRA; COUTINHO-NETTO; MULATO, 2009;
HERCULANO, 2009; SILVA, 2017). A BN pode ser empregada como biomaterial por
apresentar biocompatibilidade, biorressor¢cdo e bioabsor¢do, encontrando aplicacbes
como plataforma para liberacdo controlada de farmacos e implantes para auxilio da
regeneracdo ossea (BARROS et al., 2017; BORGES et al.,, 2015; HERCULANO, 2009;
HERCULANO et al., 2010), além de usos ja consolidados como preservativos, cateteres e

luvas cirargicas.

Figura 1.9 Representacdo da estrutura quimica do cis-1,4-poliisopreno.

A BN é um material bastante conhecido, embora haja relativamente poucas
pesquisas dedicadas a seu uso como curativo, que sdo ainda mais restritas quando se trata
do seu processamento em micro-nanofibras ou como membrana bicamada (Figura 1.10)
(ndo foram encontrados resultados para as combinagGes “natural rubber” e “airbrush”, e
“natural rubber” e “Janus fabric”). Uma busca na Web of Science, realizada em 12 de
dezembro de 2022, resultou em apenas um Unico trabalho mencionando o uso de BN com
SB-Spinning, pertencente a Sousa et al. (2019). O artigo refere-se a um compdsito baseado
em BN e 45S5 Bioglass®, um vidro bioativo com importante uso na regeneracao 6ssea e

remineralizacdo de tecidos. O material obtido, no entanto, é formado por fitas com
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largura superior a 40 um, o que os préprios autores atribuem a possiveis problemas de
secagem de solventes. Dessa forma, é possivel realizar a fiacdo de BN pela técnica, e ainda

se faz necessario aprimorar os parametros para a producao de fibras propriamente ditas.
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Figura 1.10 Comparacgdo entre quantidade de artigos mencionando: a) “Natural rubber”, b) “Natural rubber”
e “Wound dressing”, c) “Natural rubber” e “Asymmetric membrane” ou “Bilayer membrane”, e d) “Natural
rubber” e “Electrospinning” ou “Solution blow spinning”, de 2009 até 2022.

1.6.3 Polimeros auxiliares

O poli(acido latico) (PLA) (Figura 1.11) pode ser obtido através de reacdes de
abertura de anel de lactideos, dimeros de acido latico, o qual pode ser obtido por
fermentacdo de diversas fontes organicas, inclusive residuos agroindustriais e lixo
organico (PANG et al., 2010). O PLA é biocompativel, biodegraddvel e é bastante

empregado em processos de fiacdo, seja como polimero principal ou como plasticizante
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(JEM; POL; VOS, 2010; LOCILENTO et al., 2019; SCHNEIDER et al., 2018), inclusive para
blendas com BN (CHAGAS et al., 2021; GUERRA et al., 2021).

a) O b)

O

0) H OH
N N

Figura 1.11 Representagdo da estrutura quimica dos polimeros a) PLA e b) PEG.

O polietilenoglicol (PEG) (Figura 1.11) é um polimero hidrofilico, soltvel em 4gua e
pouco toxico (TONCHEVA et al., 2016). PEGs de baixa massa molecular sado utilizados em
processos de fiagdo como polimero auxiliar para reduzir a viscosidade e permitir a
producdo de fibras mais finas (TONCHEVA et al., 2016), além da possibilidade de reducdo
da hidrofobicidade do material (PASCHOALIN et al., 2017). O PEG também pode ser usado

como surfactante para estabilizar NPs em sinteses aquosas (ANDRE et al., 2015).

1.7 Objetivos
Este trabalho tem como objetivo principal a producdo de um ndo-tecido bicamada
utilizando borracha natural e polimeros auxiliares, e modificacdo dos mesmos com
materiais bactericidas, de forma a avaliar a viabilidade da aplicacdo do material produzido
como curativo para lesGes cutaneas.
Entre os objetivos especificos, destacam-se:
e A otimizacdo da composicdo do material, de forma a atender as propriedades
bioldgicas pretendidas sem comprometimento significante de sua qualidade.
e A otimizacdo dos parametros de fiacdo do material, de forma a se manter a

reprodutibilidade do experimento.
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e A determinacdo de possiveis interacdes entre os diferentes materiais
empregados e também possiveis alteragdes no material final ao se variar as
quantidades utilizadas dos componentes por meio de caracterizagdes fisico-
guimicas do material completo e de cada um de seus componentes.

e A avaliagdo inicial da viabilidade do material obtido para uso como curativo

através de caracterizagGes bioldgicas in vitro .
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.1 Materiais utilizados

2.1.1 Polimeros

Para obtencdo da BN, foi utilizado latex liquido cedido pela Dra. Maria Alice
Martins (Embrapa Instrumentacdo). O latex foi coletado de um clone RRIM 600 no Centro
de Seringueira e Sistemas Agroflorestais em Votuporanga — SP e recebeu adicdo de
solucdo de amoénia para sua preservacdo, sendo mantido em geladeira. A BN foi
concentrada por diluicdo e centrifugacdo do latex, a fim de se separar a BN dos
componentes hidrossoliveis presentes no soro do latex. Amostras de 10 mL de latex
liguido foram diluidas com dagua destilada até se obter o total de 45 mL, e entdo
centrifugadas a 8000 rpm e 5 °C por 2 h (Modelo Rotina 380R; Andreas Hettich GmbH &
Co.KG, Tuttlingen, Alemanha). A fase liquida foi descartada, e a fase suspensa recebeu
mais agua destilada para completar 45 mL e foi re-centrifugada nas mesmas condi¢cGes por
1 h. A suspensdo resultante foi acomodada em placa de Petri e seca em estufa com
circulacdo forcada de ar (Quimis, Diadema, S3o Paulo) a 30 °C por 5 dias. As amostras de
BN seca foram mantidas em dessecador para posterior uso.

Foram utilizados dois PLAs nos experimentos: PLA 3251D (M,, = 66.000 g/mol) e
PLA 4060D (M, = 120.000 g/mol), ambos comercializados pela NatureWorks (Minnetonka,
EUA) na forma de péletes. O PEG utilizado (M,, = 400 g/mol), na forma liquida, foi obtido
da Synth (Diadema, S3o Paulo). Também foram testados policaprolactona (PCL) (M, =
80.000 g/mol), poli(éxido de etileno) (PEO) (M, = 100.000 g/mol, 300.000 g/mol e
900.000 g/mol) e polivinilpirrolidona (PVP) (M,, = 360.000 g/mol), todos obtidos da Sigma
Aldrich — Merck (St. Louis, EUA).
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2.1.2 Solventes
Foram testados como solventes tolueno (Sigma Aldrich — Merck, St. Louis, EUA),
cloroférmio P.A. (Synth, Diadema, Sdo Paulo), acido férmico P.A. (Sigma Aldrich — Merck,

St. Louis, EUA) e N,N-dimetilformamida (DMF) (Synth, Diadema, Sdo Paulo).

2.1.3 Nanoparticulas

As NPs de ZnO utilizadas foram produzidas pelo método de co-precipitagao
seguido de tratamento hidrotermal, conforme proposto por Andre et al. (2015).
Inicialmente, nitrato de zinco (ZnNOs) (Sigma Aldrich — Merck, St. Louis, EUA) e hidréxido
de potassio (KOH) (Dindamica Quimica Contemporanea Ltda., Sdo Paulo, Sdo Paulo) foram
dissolvidos separadamente em agua deionizada nas concentragdes respectivas de 0,05 e 2
mol/L sob forte agita¢do. A solugdo de ZnNOs; recebeu adi¢do de PEG 400 (0,1 mol/L de
solucdo), sendo mantida sob agitagao por 30 min. A solugdo de hidréxido de potassio foi
lentamente adicionada até se atingir pH 14, e a mistura final foi entdao submetida ao
tratamento hidrotermal. Para o tratamento, manteve-se a pressdo constante de
aproximadamente 3 bar, com taxa de aquecimento de 10 °C/min até se atingir 150 °C,
mantidos por 1 h. O sélido branco resultante foi lavado com dgua deionizada até se atingir
pH neutro e seco em estufa. As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por difracao
de raios X (DRX) (modelo XRD-6000; Shimadzu, Kyoto, Japao) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV) com emissdao de campo (MEV-FEG modelo JSM 6510; Jeol, Peabody,
EUA).

As NPs de Ag utilizadas foram produzidas seguindo-se uma adaptacdo da
metodologia utilizada por Souza Neto (2016) (GABRIEL, 2021). Em um baldo de fundo
redondo com capacidade para 250 mL acoplado a um condensador, para evitar-se a perda
de volume de solugdo, foram adicionados 100 mL de agua deionizada, aquecida sob
agitacdo constante até a temperatura de 90 °C. Foram adicionados 1 mL de solugdo
aquosa de AgNOs; a 0,1 mol/L, e em seguida 1 mL de solu¢do de citrato de sédio
(NasCeHsO5) a 0,3 mol/L. A solugdo foi mantida sob temperatura constante de 90 °C por

pelo menos 12 minutos, até o aparecimento da coloracdo amarela, indicadora da
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formagao de particulas de Ag. Apds este intervalo, foi adicionado 1 mL de solugao de
amonia a 1,4 mol/L para interrupgdo do crescimento das NPs. A suspensdo aquosa de NPs
de Ag foi mantida em frasco coberto com papel aluminio para abrigo da luz e mantida em
geladeira para uso posterior. A concentracdo total de Ag na suspensao foi estimada em
104,73 pg/mL, com base no volume total de suspensdo preparado e na quantidade de
AgNOs utilizada.

As NPs de Ag foram caracterizadas quanto ao potencial eletrocinético (ou
potencial zeta) e volume hidrodinamico por espalhamento de luz dindmico (DLS) (software
Zetasizer 7.11, modelo Nano ZS ZEN3600; Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido),

realizando-se 5 leituras sequenciais da amostra para cada caracterizacao.

2.2 Ensaios para produg¢ao da manta

2.2.1 Ensaios de solubilidade e compatibilidade

A BN teve sua solubilidade testada em tolueno, cloroférmio, e combinacdo de
cloroférmio e acido formico na proporcgdo respectiva 98:2 v/v entre estes solventes, sendo
esta uUltima combinacdo o solvente escolhido devido a velocidade de solubilizagcdo desse
polimero. A compatibilidade da BN com cada polimero auxiliar foi testada, fixando-se a
concentracdo de BN e verificando-se o maior teor possivel de polimero auxiliar,
incrementando sua concentragdo em etapas de 1 % m/v (em relagdo ao volume de
solvente utilizado). Em todos os testes, definiu-se 1 % m/v como 10 mg de soluto por mL
de solvente. Como critério adotado neste trabalho para definir se a mistura de polimeros
era compativel, foi estipulado que os polimeros deveriam ser capazes de se solubilizar no
mesmo solvente simultaneamente e, apds suspender-se a agitacao, ndo deveria ocorrer a
separacdo visual de fases na solucdo durante o periodo minimo de 3 h. Este periodo foi
observado empiricamente durante esta pesquisa como o intervalo minimo requerido para
a conducdo dos ensaios de fiacdo. Dessa forma, garantir-se-ia a estabilidade da solucao

durante o processo de fiacdo. Testou-se também a solubilidade dos PLAs em combinacao
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de cloroférmio e DMF na proporgdo respectiva 4:1 v/v, seguindo-se testes anteriores do

grupo de pesquisa.

2.2.2 Preparo das solugGes para fiacao

Apenas PLA 3251D e PEG apresentaram compatibilidade com a BN e, portanto,
foram os Unicos polimeros auxiliares utilizados para fiacdo. Para as solugdes de blendas de
borracha, somente com adicdo de PLA (BN-P) ou com PLA e PEG (BN-P-P), a BN foi
solubilizada na mistura de cloroférmio e acido féormico e foi mantida em agitagao por 14 h
a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Os polimeros auxiliares foram entao
adicionados a solucdo, que foi mantida sob agitacdo por 1 h e posteriormente usada nos
ensaios de fiacdo. A adigcdo “tardia” dos polimeros auxiliares foi uma forma de prevenir a
sua degradacdo pelo acido férmico presente (JUNG; REE; KIM, 2006).

Para as solucdes de PLA em cloroférmio-DMF, o PLA foi dissolvido na mistura de
solventes e foi mantido sob agitagdao por 15 h a temperatura ambiente. Para os testes de
incorporacdo de NPs de ZnO a solucdao de PLA, o PLA foi dissolvido somente em
cloroféormio por 15 h, enquanto o volume correspondente de DMF foi utilizado para
preparar a suspensao das NPs de ZnO durante a ultima hora de agitacdo da solucdo de
PLA. Foram testadas adi¢cdes de 1 %, 2,5 % e 5 % m/m (massa de NPs de ZnO por massa de
PLA na solugdo). Para isso, as NPs foram adicionadas ao DMF e mantidas sob agitagao
vigorosa por 30 min, e entdo a suspensao foi sonicada em ultrassom de ponteira Branson
(Emerson Electric Co., St. Louis, EUA) por 5 min a 10 % de amplitude, com banho de gelo.
A suspensao resultante foi lentamente adicionada a solu¢ao de PLA, mantida sob agitacdo
por 30 min.

A suspensdo aquosa de NPs de Ag ndo recebeu tratamento adicional desde a sua

obtencdo, sendo aspergida da forma como foi produzida.

2.2.3 Definicao de parametros da fiacao

Foram testadas vazbes de 7 a 20 mL/h, controladas por uma bomba de infusdo

programavel modelo NE-300 (New Era Pump Systems Inc., Farmingdale, EUA), utilizando-
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se seringas de vidro de 20 mL (Artiglass, Due Carrare, Italia). O controle da pressdo do ar
foi realizado por um manémetro com valvula acoplada. Um esquema simplificado do
equipamento que permite o acoplamento da seringa ao canulo de saida de ar é mostrado
na Figura 2.1. Foram testadas pressdes de 0 a 4 bar, e o alinhamento dos canulos foi
ajustado manualmente. As distancias de trabalho testadas foram de 12 a 35 cm, e as
protrusées de 2 mm a 2 cm, ambas medidas manualmente. A rotacdo do coletor de
hastes, acoplado a um motor elétrico para atmosferas explosivas (modelo W22 Plus, Weg,
Jaragud do Sul, Santa Catarina), foi fixada em 180 rpm. Foi observado que, durante os
testes, a temperatura ambiente variou de 24 a 30 °C, e a umidade relativa de 28 a 50 %,
ambos mensurados por um higrometro localizado no interior da capela utilizada, sem
aparente influéncia na definicdo de parametros. Como o equipamento de fiacdo estava
montado dentro de uma capela, um ambiente aberto e com fluxo de ar, a temperatura no
ambiente de fiagdo era a mesma do laboratério. A umidade no interior da capela, no
entanto, péde ser controlada com o auxilio de uma chapa de aquecimento, utilizando-se
um recipiente com esferas de silica para os casos de umidade mais elevada. Para eventual

umidade presente na tubulacdo de ar, ha uma armadilha de dgua a qual o sistema de

O,

fiacdo estava acoplado.

O ® @

Figura 2.1 Esquema do equipamento para fiagdo por sopro em solugdo: 1) manémetro que permite
visualizagdo e controle da pressdo de ar; 2) seringa contendo a solugdo polimérica; 3) equipamento que une
o canulo de saida de ar e a seringa que ejeta a solugdo; e 4) coletor rotativo.
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Um resumo do protocolo de definicdo dos parametros estd descrito no fluxograma
apresentado na Figura 2.2, considerando apenas os parametros envolvidos diretamente
no arranjo do equipamento (vazdo de solucdo, pressdo do ar, protrusdo e distancia de
trabalho). Parametros ambientais também influenciam nos resultados, mas ndo sdo tdo
facilmente controlados. O fluxograma foi criado com base na facilidade de variacdao de
cada parametro, de acordo com o que foi empiricamente observado na conducdo dos

testes deste trabalho.

Limite de
protrusdo

Ajuste os
parédmetros da

solugdo alcangado?
Sim
Aumente a
protruséo
Aumente a vazdo L|\r;r;;cc)ie
da solugdo atingido?
N&o
Parametros " . " Cone de
iniciais de Vazéo e Ajuste a pressdo Taylor
S pressdo iniciais do ar .
fiagdo estavel?
Sim
Ajuste os Aumente a Paradmetros de
paﬁ;metms e distancia de fiagdo
solugio trabalho definidos!
- Limite de . oy .
Sim distancia de N3&o Material & Sim
coletado

trabalho
atingido?

seco?

Figura 2.2 Fluxograma proposto para guiar a variacdo de parametros durante os testes de fiagdo por sopro
em solucdo.

Os parametros definidos como satisfatérios foram aqueles que permitiram a
producdo de um cone de solucdo estavel e a fiacdo constante das solugdes poliméricas
com o minimo de interferéncia possivel para limpeza e desobstrucdo do canulo de

solucdo. Para a suspensdo de NPs de Ag, foram escolhidos os parametros que permitiram
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uma aspersdao homogénea, recobrindo completamente as amostras de mantas de fibras
utilizadas, e sem acumulo de umidade no material. Os procedimentos de aspersao de Ag
foram conduzidos com recobrimento da seringa utilizada com papel aluminio e cobertura
da janela da capela, como garantia extra de protecdo da solucdo com uma menor
exposicdo a luz. O tempo de deposicdo ou aspersdao de cada solugcdo também foi
controlado. A ordem de deposicdo das camadas do material, conforme ilustrado na Figura
2.3, foi a seguinte:
1) Camada de PLA, puro ou com adicdo de ZnO; esta camada foi denominada como
“camada superior”.
2) Camada de BN-P ou BN-P-P sobre a camada de PLA; esta camada foi denominada
como “camada inferior”.

3) Deposicdo de NPs de Ag sobre a camada de PLA.

1) | 2)
Solucs Solucao de
do ;EZO Camada ‘~—— blenda de

e de PLA borracha

Camada - deAg Camada ‘; 5 S
superior /  Camada
- inferior

¢

Figura 2.3 Processo de produg¢do do ndo-tecido pela técnica de fiagdo por sopro em solugdo: 1) deposicdo de
fibras de PLA, 2) deposigdo de fibras de blenda de borracha sobre as fibras de PLA, e 3) aspersdo de Ag sobre
a camada de PLA. 4) Representacdo das duas camadas do material produzido.

As diferentes camadas de fibras foram nomeadas de acordo com o uso pretendido

(Figura 2.4), e ndo pela ordem de deposicdo. A “camada inferior” se destinaria ao contato
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direto com a regido lesionada, enquanto a “camada superior” protegeria a lesdo de

microrganismos do ambiente.

o Camada Superior
> : - r - i - 100 IJm
s wa;—‘VCamada Inferior

Epiderme (~ 130 pm)

}Derme (~ 1 mm)

»
:;:'\/‘:V‘ («'VME‘/' o \; e /E.h/; > j\J H i pOderme

LA

Figura 2.4 Representacdo simples da estrutura da pele para ilustrar a aplicagdo pretendida do material
produzido: a camada composta pela blenda de borracha fica “para baixo”, em contato direto com a ferida,
enquanto a camada formada por PLA, com ou sem NPs, fica “para cima”, protegendo a camada inferior da
exposicao direta ao ambiente.
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Figura 2.5 Fotografia da MNTB obtida.

A Tabela 2.1 contém as estimativas feitas para a concentracdo de cada componente
em cada camada, com base nas concentragfes utilizadas em cada solugdo e no tempo de

fiacdo ou aspersao.
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Tabela 2.1 Composigdo tedrica das mantas produzidas.

Camada Superior

Camada Inferior

Aditivo(s) PLA4060D  ZnO Ag BN PLA3251D PEG 400
(%m) (%m) (%m) (%m) (%m) (%m)

Nenhum 100 - - 66,67 33,33 -

Zn0 1% 99,01 0,99 - 66,67 33,33 -

Zn0 2,5% 97,56 2,44 - 66,67 33,33 -

Zn0 5% 95,24 4,76 - 66,67 33,33 -
PEG 100 - - 33,33 16,67 50

ZnO 1% + PEG 99,01 0,99 - 33,33 16,67 50
Zn0 2,5% + PEG 97,56 2,44 - 33,33 16,67 50
ZnO 5% + PEG 95,24 4,76 - 33,33 16,67 50
Zn0 1% + PEG + Ag 98,00 0,98 1,03 33,33 16,67 50
Zn0 2,5% + PEG + Ag 96,57 2,41 1,01 33,33 16,67 50
Zn0 5% + PEG + Ag 94,30 4,71 0,99 33,33 16,67 50

2.3 Caracterizagao dos materiais produzidos

2.3.1 Andlise por microscopia

Durante os testes de fiacdo, amostras do material foram coletadas em laminas de

vidro e analisadas por Microscopia Otica (MO) por transmissdo de luz (Modelo Solaris T;

BEL Engineering, Monza, Itdlia), lente objetiva 10x, para uma rapida avaliacdo da

morfologia das fibras e ajuste dos parametros testados. A MO permite a visualizacdo de

microfibras produzidas pela SB-Spinning e a presenca de fibras com contas ou mesmo de

filme no material fiado. Para uma andlise mais detalhada das fibras, o material foi

analisado por MEV (modelo JSM 6510; Jeol, Peabody, EUA). Para este fim, amostras do

material foram fixadas em porta-amostras utilizando-se fita de carbono dupla face e

recobertas com ouro. Foram utilizadas as ampliagcdes 500x para andlise de microfibras e

2000x para nanofibras. Por meio de analise das imagens obtidas (software Imagel 1.52a,
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National Insitutes of Health, Bethesda, EUA), o didmetro médio das fibras foi determinado
(n=100). O material também foi analisado por MEV com espectroscopia de dispersdo de
energia de raios X (MEV-EDS) (modelo JSM 6510; Jeol, Peabody, EUA) para andlise semi-

guantitativa da presenca de NPs no material.

2.3.2 Anélise do Angulo de Contato

Os ensaios de Angulo de Contato (AC) (software OneAttension vers3o 4.0.2, modelo
Theta Lite; KSV Instruments — Biolin Scientific, Suécia) foram realizados utilizando-se agua
deionizada, com gotas de 5 plL. Para avaliacdo da variacdo do AC, o equipamento foi
configurado para fotografar a superficie do material a 68 FPS durante 3 s e logo em
seguida a 2 FPS por 7 s. Uma gota do liquido teste é depositada na superficie do material,
e o angulo médio formado entre a gota e a superficie do material é analisado ao longo do
tempo (Figura 2.6). Este angulo pode ser afetado pela porosidade ou rugosidade do
material (GU et al., 2016; TAMAI; ARATANI, 1972), bem como pelas caracteristicas
guimicas da sua superficie (ARIMA; IWATA, 2007). Quanto maior o valor do angulo, pior a
interacdo do liquido com o material (ARIMA; IWATA, 2007); como o liquido testado foi
agua, quanto maior o angulo, mais hidrofébica a superficie do material. Os testes foram
conduzidos durante 1 minuto, e o valor médio do AC foi avaliado no intervalo de 1 s logo
apos a deposicdo da gota sobre o material para comparacdo entre as amostras, uma vez
gue amostras porosas, como os nao-tecidos, ou muito hidrofilicas rapidamente absorvem
o liquido de teste usado, afetando consideravelmente o valor médio. Como uma analise
complementar, foi realizada a andlise do tempo de absorg¢do do liquido de teste pela
superficie das amostras testadas. Para isso, foi necessario produzir regressoes lineares dos
pontos obtidos durante a andlise de cada amostra, pois o equipamento apresenta certa
limitacdo em registrar o momento exato em que o liquido é totalmente adsorvido pela
superficie (AC = 0°). E importante ressaltar que esta é apenas uma andlise preliminar, pois

outros ensaios apresentariam resultados mais confidveis.
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Figura 2.6 Exemplo de imagem obtida durante o ensaio de angulo de contato. Em destaque, os angulos
medidos para se determinar o angulo de contato médio.

2.3.3 Andlise por ensaio mecanico de tragao

Os ensaios mecanicos de tracdo foram conduzidos em uma maquina de Andlise
Dindmico-Mecanica (DMA) (modelo Q800, TA Instruments, New Castle, EUA), variando-se
a forca aplicada a taxa de 1 N/min, de 0,001 a 18 N, sem varia¢cdo da temperatura (testes
conduzidos a temperatura ambiente, entre 25 e 30 °C). Foram utilizados corpos de prova
com as dimensdes 6,4 x 20,0 mm, medindo-se a espessura média de cada corpo de prova
com um micrémetro. Os resultados do experimento também foram analisados pelo

software do equipamento.

2.3.4 Andlise por Espectroscopia na regidao do Infravermelho

As amostras do material produzido e os componentes isolados foram analisados por
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier — Reflectdncia Total
Atenuada (FTIR-ATR) (Modelo Vertex 70; Bruker, Billerica, EUA), no intervalo de nimero
de onda de 4000 a 400 cm™, para andlise de possiveis intera¢des quimicas entre os
componentes. Cada ligacdo quimica apresenta diferentes tipos de vibracées e frequéncias

caracteristicas para cada vibragdo, que absorvem a luz infravermelha (IV) incidente se a
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frequéncia for correspondente (HAACK, 2010). Ambas as faces das mantas produzidas
foram analisadas. As varreduras foram configuradas em 64 leituras por amostra com

resolucdo de 2 cm™, usando-se como branco a atmosfera local.

2.3.5 Andlises de propriedades antimicrobianas

Foram utilizados como microrganismos-modelo as bactérias Escherichia coli (INCQS
33 ATCC 25922), Salmonella enterica serovar Typhimurium (INCQS 84 ATCC 13311) e
Staphylococcus aureus (INCQS 15 ATCC 25923), por serem bactérias normalmente
associadas a infec¢Ges hospitalares e para se avaliar possiveis diferencas de a¢do entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Utilizou-se o meio de cultivo Mueller-Hinton
(meio MH) em todos os ensaios, (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parand) e dgar bacterioldgico
(Vetec-Merck, Darmstadt, Alemanha) para o preparo de meio de cultivo sdélido. Para
ambos, seguiu-se as concentracdes recomendadas pelos respectivos fabricantes. Todas as
manipulagdes de material estéril e de bactérias foram realizadas dentro de capela de fluxo
laminar, utilizando-se a chama de um bico de Bunsen para manutencao da esterilidade do

ambiente durante os ensaios.

2.3.5.1 Ensaio de atividade antibacteriana

2.3.5.1.1 Ensaio de difusao em agar

A atividade antimicrobiana do material foi analisada por meio do teste de difusao
em agar (ou “halo de inibi¢do”), utilizando-se corpos de prova circulares de 1 cm de
diametro. O teste é similar ao caracterizado pela ISO 10993-5 (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009) como método de analise de citotoxicidade
por contato indireto, e analisa-se a dimensao da zona de inibigdo do crescimento
bacteriano ocasionada pela presenca do material (JORGENSEN; FERRARO, 2009). Na
auséncia desse halo ao redor do corpo de prova, analisa-se se houve a inibicdo por

contato direto com a amostra cuidadosamente removendo-se o corpo de prova do agar,
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de forma a ndo remover possiveis col6nias de bactérias presentes sob a amostra (CHAGAS
et al., 2021; RODRIGUEZ-NUNEZ et al., 2012).

Para o preparo do pré-indculo, tubos tipo Falcon contendo 10 mL de meio MH
foram autoclavados por 15 min a 121 °C e, ap6s esfriarem, receberam uma amostra da
cultura de referéncia da bactéria testada. Em cada ensaio, o pré-indculo de cada bactéria
foi preparado em duplicata como medida de seguranca caso algum pré-indculo
apresentasse problemas. Os pré-inéculos foram mantidos em estufa (modelo 503; Fanem,
Guarulhos, S3o Paulo) a 36 °C para incubacdo durante um periodo de 15 a 18 h, quando
foram entdo analisados por espectroscopia de ultravioleta-luz visivel (UV-Vis) (modelo UV-
1600; Shimadzu, Kyoto, Japdo) para producdo de indéculos padronizados.

Para isso, utilizou-se dgua deionizada como branco, e como padrado de turbidez para
unidades formadoras de col6nia (UFC) o Padrdao McFarland 0,5, obtido misturando-se 99,5
mL de solucdo aquosa de acido sulfurico (H,S0,) (Synth, Diadema, Sdo Paulo) a 1 % v/v e
0,5 mL de solucdo aquosa de cloreto de bario (BaCl,) (Lio Serum Chemicals, Ribeirdo Preto,
S3o Paulo) a 1% m/v (MCFARLAND, 1907). As leituras foram feitas a 625 nm, e o padrdo
corresponde a concentrac3o de 1x10® UFC/mL.

Comparando-se as leituras das amostras a do padrdo, determinou-se a concentracao
de bactérias no pré-indculo selecionado (apenas um de cada duplicata foi utilizado), e o
indculo foi padronizado para a concentracdo de 1x10° UFC/mL, adicionando-se o volume
necessario do pré-inéculo analisado a um tubo tipo Falcon contendo 10 mL de meio MH
autoclavado, cujo liquido foi homogeneizado logo em seguida.

A Figura 2.7 ilustra o ensaio de halo de inibicdo. 100 uL do indculo padronizado
foram depositados sobre uma placa de Petri contendo meio MH sélido e espalhados pela
superficie com o auxilio de uma algca de Drigalski. Logo em seguida, trés corpos de prova
da amostra a ser testada foram cuidadosamente colocados sobre o agar inoculado,
mantendo-se distancia entre os corpos de prova a fim de se evitar uma possivel
sobreposicdo de halos. As placas de Petri preparadas foram entdo incubadas em estufa a
36 °C por 24 h e posteriormente analisadas quanto a presenca e tamanho do halo de

inibicdo produzido pelas amostras. Adicionalmente, no caso de auséncia de halo de
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inibicdo, foi verificado se a regido do agar diretamente em contato com o material
apresentava ou ndo sinais de crescimento bacteriano, visando a determinacdo de inibicdo
por contato direto (CHAGAS et al., 2021; RODRIGUEZ-NUNEZ et al., 2012).

Cada placa de Petri preparada desta forma representa um teste em triplicata de
uma cepa bacteriana para uma amostra; como as mantas produzidas apresentam duas

camadas, cada camada foi testada para o contato direto com o agar.

l Amostra
In6culo = N J
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Figura 2.7 Esquema do ensaio de halo de inibi¢do para cada amostra testada.

2.3.5.1.2 Concentracgao Inibitéria Minima

A atividade antimicrobiana da suspensdo de Ag foi analisada quanto a sua
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). Para o
teste CIM, o preparo do inéculo foi realizado de maneira similar ao do ensaio de halo de
inibicdo, e meio MH liquido foi utilizado como meio de cultivo. Os ensaios foram
conduzidos em placas de microdiluicdo descartaveis de 96 pocos com fundo em “U” (Cral
Artigos para Laboratério Ltda., Araraquara, S3o Paulo), usando-se uma placa por cepa

bacteriana testada.
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Como corante, foi utilizado cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (CTT) (Sigma Aldrich —
Merck, St. Louis, EUA) solubilizado em agua destilada a 1 mg/mL. Apenas pog¢os contendo
células ativas ocasionam a reducdo do sal de tetrazdlio em formazan (STOCKERT et al.,
2018), produzindo cor avermelhada. Uma vez que este teste ndo diferencia células
estaticas (vivas, mas com baixa atividade metabdlica) de células efetivamente mortas, é
necessario complementa-lo com o CBM (Figura 2.8).

Cada linha é identificada por uma letra, de A a H, enquanto as colunas sao
identificadas por numeros, de 1 a 12. As placas foram preparadas seguindo-se este
procedimento:

® Alinha A representa o teste em triplicata da esterilidade do meio. Somente 100 uL
de meio de cultivo sdo adicionados nos trés primeiros pogos da linha. Com a adigdo
de corante, ndo deve haver mudanca de cor, caso contrario hd sinal de
contaminacao do meio utilizado.

® A linha B representa a triplicata do teste de viabilidade da cepa usada. 100 plL de
meio MH sdo adicionados aos 3 primeiros pocos, e entdo 10 pL de indculo sdo
cuidadosamente adicionados a cada poco, evitando-se aplicacdo muito préxima ou
em contato direto com as paredes do poco, visando evitar o favorecimento de
formacdo de filme bacteriano pela adesdo das bactérias a parede do poco.
Auséncia de mudanca de cor apds a adicdo do corante indica que o indculo
utilizado ndo apresenta células viaveis.

® Alinha C representa o controle positivo. Todos os pogos recebem 100 pL de meio,
e no primeiro pogo sao adicionados 100 pL de antibidtico; no caso deste trabalho,
sulfato de estreptomicina (Sigma Aldrich — Merck, St. Louis, EUA) em solucdo
aquosa a 20 mg/mL. O primeiro po¢o é homogeneizado com o auxilio de um
pipetador automatico, e 100 uL sdo transferidos para o poco a direita. O processo
se repete até o ultimo pogo, fazendo-se uma diluicdo seriada, e os 100 pL retirados
do ultimo poco sdo descartados. Dessa forma, todos os pogos contém 100 plL e

metade da concentracdo de antibidtico do poco anterior. Apds esse processo, cada
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poco recebe 10 plL de indculo. Espera-se que apenas os Ultimos pogos indiquem
atividade celular, garantindo-se que as cepas utilizadas ndo sdo resistentes.

® A linha D representa o teste de esterilidade da amostra: todos os pog¢os recebem
meio de cultivo e é feita a diluicdo seriada da amostra, de maneira similar ao
antibiético, sem posterior adicdo de indculo. A alteracao de cor nos ultimos pocos
indicaria que a amostra estd contaminada, mas que apenas em concentracdes
baixas o contaminante é capaz de crescer. Mudanga de cor nos primeiros pogos,
diminuindo junto com a concentracdo da amostra, indicam que a amostra esta
contaminada e nao consegue inibir o crescimento bacteriano, sendo a carga de
bactérias proporcional ao volume de amostra presente no pogo.

® As linhas E, F e G representam a triplicata do teste CIM propriamente dito: em
cada fileira é feita a diluicdo seriada da amostra e cada poco recebe 10 uL de
indculo. Assim como na linha do controle positivo, espera-se que haja pogos sem
alteragao de cor, indicando que o material possui alguma atividade antibacteriana.
Caso contrario, o material é ineficiente contra as bactérias testadas, pelo menos
nas concentracdes testadas.

® Caso a amostra utilize solvente diferente de agua, ou combinacdo de dgua com
outro solvente, seria necessario dedicar uma fileira ao teste da atividade
antibacteriana do solvente puro. Caso o solvente de fato apresente sinais de
inibicdo bacteriana, é preciso considerd-la para a determinacdo da CIM da

amostra.

Depois de preparadas, as placas foram incubadas a 36 °C por 24 h. Entdo, para
determinacdo da atividade inibitéria de maneira qualitativa, utilizou-se o corante em
excesso. 50 pL de CTT foram adicionados a cada pogo usado, e a placa foi deixada em

repouso para que houvesse a mudanca de cor indicativa de atividade celular.
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Figura 2.8 Esquema dos ensaios de concentragdes inibitéria (CIM) e bactericida (CBM) minimas sendo
usados de maneira complementar. Em destaque, os pog¢os a que sao atribuidas as referidas concentragdes.

2.3.5.1.3 Concentragao Bactericida Minima

O teste CBM de cada bactéria foi realizado em duplicata. Discos de papel filtro foram
esterilizados por imersdo em etanol 70% v/v e posterior secagem com auxilio de bico de
Bunsen, e entdo depositados sobre placas de Petri contendo meio MH sélido, cada placa
recebendo 6 discos. Das placas do ensaio CIM, foram utilizadas somente as linhas
correspondentes ao teste (E a G): uma das linhas recebeu adi¢cdo do corante para uma
pré-determinacdo da atividade antimicrobiana da amostra, e as outras duas linhas, antes
de receberem o corante, foram usadas para a CBM, pois a atividade citotdxica do corante
(STOCKERT et al., 2018) poderia impactar no crescimento das col6nias.

Uma vez que o “ponto de inflexdao” entre apresentar ou nao atividade bactericida é
o foco do ensaio, e cada placa de Petri contém amostras de até 6 pocos, e 6 pogos
representam metade de uma linha, usar uma das linhas para determinac¢ado prévia de qual
concentracdo deixa de apresentar atividade inibitéria facilita a conducdo do ensaio CBM.
Caso seja constatado que o “ponto de inflexdo” (a Ultima amostra a apresentar atividade

bactericida e a primeira a ndo possuir o efeito) seria detectado usando-se uma unica placa
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de Petri, a segunda placa apenas confirmaria a auséncia de atividade observada no teste
CIM e seria portanto redundante.

Amostras de 10 uL de cada poco das linhas utilizadas, iniciando-se sempre pelo pog¢o
1, foram coletadas logo antes da adicdo do corante e aplicadas sobre discos de papel
filtro, sendo posteriormente incubadas a 36 °C por 24 h. Apds este intervalo, as placas
foram analisadas quanto ao possivel crescimento de microrganismos provenientes de
cada amostra, e os resultados foram comparados aos da CIM.

E esperado que amostras dos pogos que apresentaram coloragdo proveniente da
reducdo do CTT consigam produzir colonias de bactérias, e que as col6nias provenientes
de uma mesma placa de CIM apresentem aspecto similar; do contrdrio, hd indicios de
contaminagdo. Amostras de pogos sem alteragdo de cor e que resultaram no
aparecimento de col6nias indicam concentracdo inibitéria, mas ndo bactericida, e pogos
sem reducdo de corante que ndo produzem colbnias apds o periodo de incubacdo
apresentam de fato atividade bactericida.

Os discos de papel filtro foram utilizados para auxiliar na retencdo das amostras
liquidas, que de outra forma poderiam livremente escorrer pela placa durante o
manuseio, comprometendo os resultados. O papel esterilizado por si s6 ndo interfere, de
maneira positiva ou negativa, no crescimento bacteriano, e a secagem completa antes da

deposicdo em agar garante que residuos de etanol sejam totalmente removidos.

2.3.5.2 Ensaio de Penetragao Microbiana

O material produzido também foi testado quanto a capacidade de bloquear a
passagem de microrganismos do ambiente ou, pelo menos, da passagem de
microrganismos nao-virais e vidveis. O ensaio baseou-se na metodologia utilizada por
(CHAGAS et al., 2021), com modificacdes (Figura 2.9). Tubos de ensaio contendo 15 mL de
meio MH esterilizado foram tampados com amostras dos materiais produzidos, com e
sem adicdo de Ag, usando-se a mesma orientacdo pretendida para a aplicacdo (camada
inferior voltada para baixo, em contato direto com o tubo). Amostras de dimensées 2 cm x

2 cm foram utilizadas, e foram fixadas nos tubos com o auxilio de Parafilm®, aplicado
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somente na lateral de forma a nao influenciar nos resultados. Como controle negativo
(completa obstrucdo de microrganismos), foi utilizado um pedaco de Parafilim® de
tamanho similar, esterilizado pela exposicdo a luz UV por 15 min, e entdo aplicado de
forma a cobrir totalmente a entrada do tubo. Como controle positivo (nenhum
impedimento a passagem de microrganismos), foi utilizado um tubo de ensaio
destampado.

Os tubos foram entdo posicionados sobre uma bancada do laboratdrio, expostos a
atmosfera ambiente, durante 10 dias. Apds esse periodo, os tubos de ensaio foram
homogeneizados com auxilio de agitador vértex. Em seguida, em ambiente estéril, 10 pL
do liquido de cada tubo foram aplicados sobre discos de papel filtro depositados sobre
placas de Petri contendo meio MH sélido, em duplicata. As placas foram entdo incubadas
a 36 °C por 24 h, e analisou-se o possivel aparecimento de colonias de microrganismos.

Em vez de se incubar as amostras coletadas dos tubos em meio de sal manitol
(CHAGAS et al., 2021), foi utilizado meio MH, o mesmo usado nos tubos. Dessa forma,
gualquer microrganismo, e ndo apenas linhagens especificas, que pudesse ter se instalado
nos tubos seria capaz de crescer durante a incubacdo da placa de Petri. Com isso,
aumentou-se o espectro de microrganismos passiveis de serem detectados.

Também foi utilizado um volume menor de amostra de cada tubo em comparacgao
com o ensaio realizado por Chagas et al. (2021) porque o teste é realizado de forma
qualitativa, sendo possivel analisar o resultado mesmo com um volume menor, e uma
gota de menor tamanho é mais eficientemente retida pelo papel filtro, dificultando-se o
escorrimento do liquido ao longo da placa durante o manuseio, o que comprometeria a

analise dos resultados.
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Figura 2.9 Representac¢do do ensaio de penetragao microbiana.

2.3.6 Analise de Citotoxicidade

Amostras do material foram avaliadas quanto a sua possivel atividade citotdxica. Os
testes foram conduzidos em parceria com o grupo da Dra. Natalia Inada do Instituto de
Fisica da USP de Sdo Carlos (IFSC), utilizando-se o método de exposicdo a extrato do
material (ISO 10993-5:2009; INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION,
2009), e foram utilizados fibroblastos HDFn para o ensaio.

Uma cultura de fibroblastos, mantida em estufa a 37 °C com concentracdo de CO; a
5%, cultivada em frasco descartdvel, foi cuidadosamente descolada das paredes do frasco
com a adicdo de solucdo de tripsina. Apds incubacdo por 2 min, a suspensdo foi
transferida para outra garrafa, que recebeu Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado
com 10% de soro fetal bovino. O meio foi entdo homogeneizado e submetido a
centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado, e mais meio foi adicionado para

ressuspender o pélete no fundo do tubo.
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As células foram contadas de forma a se padronizar a concentracdo para 5x10*
células viaveis/mL. Placas de microdiluicdo de 96 pocos foram utilizadas, com cada linha
representando replicatas de um mesmo teste: células incubadas no meio controle, e
células a receber o extrato da amostra a ser analisada. O extrato foi preparado colocando-
se uma amostra de 1 cm x 1 cm do material em um pogo de uma placa de 6 pogos no qual
foi adicionado o meio de cultivo. Cada amostra foi testada em triplicata.

As células e as amostras foram incubadas por 24 h a 37 °C com concentrag¢ao de CO,
a 5%. Apos este periodo, os pocos destinados a receberem os extratos das amostras
tiveram o meio de cultivo cuidadosamente removido, e entdo o volume correspondente
do respectivo extrato foi adicionado. Apds 24 h, os pocos receberam brometo de 3-4,5-
dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT) como corante para marcar as células viaveis,
e as placas foram entdo analisadas em um leitor de placas para contagem das células.
Segundo a ISO 10993-5:2009, a agao citotdxica é considerada “leve” se ndo mais do que
20% das células apresentam algum tipo de alteragdo morfoldgica e/ou fisioldgica, com
ocasionais células lisadas, e caso o material apresente reducdo de viabilidade celular em
até 30%, ele pode ser considerado ndo-citotoxico (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2009).

2.3.7 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados no software OriginPro 8.6 (OriginLab Corporation,
Northhampton, EUA) para tratamento estatistico e producdo de graficos. O nivel de
significancia estatistica adotado foi de a = 5 % para todos os experimentos. A analise
comparativa entre os dados foi feita usando-se o teste ANOVA seguido do teste Tukey

(ABDI; WILLIAMS, 2010).
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Capitulo 3 — Resultados e Discussoes

3.1 Caracterizagao das nanoparticulas

As NPs de Ag produzidas foram caracterizadas quanto a seu tamanho hidrodinamico
e ao potencial zeta. A baixa concentracdo da suspensdo foi apontada como possivel fonte
de erro de leitura, e a suspensao foi considerada como “polidispersa”, o que seria devido a
tendéncia das NPs produzidas de se aglomerar. No entanto, é possivel observar o
predominio de particulas pequenas, com volume hidrodindmico médio representado por
um pico de maximo em 19,4 nm com largura de 4,38 nm, na anadlise de contagem de
particulas (Figura 3.1). E importante ressaltar que o volume hidrodinadmico corresponde a
NP em si combinada com estabilizantes e outras moléculas adsorvidas a sua superficie
(HERAVI, 2020), e portanto representa um volume maior do que o tamanho real da NP. A
determinacdo do potencial zeta pelo equipamento também foi afetada pelos fatores

mencionados, com valor médio estimado em -21,0 £ 18,4 mV.
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Figura 3.1 Andlise por DLS da suspensdo aquosa de NPs de Ag. Andlise do tamanho (didmetro)

hidrodindmico médio em termos do nimero de particulas. Usado com permissdo de Costa et al. (2023).
Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
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As NPs de ZnO foram caracterizadas por MEV e DRX, conforme apresentado na
Figura 3.2. As NPs obtidas apresentam morfologia predominantemente planar, com
largura média de 139 + 96 nm (Figura 3.2 a)) O difratograma corresponde ao padrao
apresentado no cartdao JCPDS n? 36-1451, indicando um arranjo cristalino hexagonal do
tipo wurtzita, enquanto os picos bem-definidos e auséncia de picos secundarios revelam a

auséncia de outras fases e contaminantes (Figura 3.2 b)).
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Figura 3.2 Anadlise das NPs de ZnO obtidas. a) Imagem de MEV-FEG e b) difratograma de DRX. Usado com
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

3.2 Otimizagao dos parametros experimentais de fiagao

A BN precisou ser separada dos demais componentes do latex devido a formacdo de
gel insolivel decorrente da presenca de substancias hidrossollveis (SILVA, 2017,
TARACHIWIN; SAKDAPIPANICH; TANAKA, 2003). A BN, para completa solubilizagao,
demandava um periodo de 7 dias sob agita¢dao e aquecimento (80 °C) em tolueno, de 2 a 3
dias sem aquecimento com cloroférmio puro, e até 5 h usando-se a mistura cloroférmio-
acido férmico na proporgdo respectiva entre os solventes de 98:2 v/v. Foi possivel
dissolver até 5 % m/v de BN, mas a solu¢do apresentava viscosidade muito alta para ser
processada, entdo o verdadeiro limite foi estabelecido em 4 % m/v, similar ao utilizado
por Sousa et al. (2019). Além disso, a fiacdo de borracha pura resulta na coalescéncia das
fibras (imagem de MEV na Figura 3.3) devido a sua elevada coesdo, o que também

dificultou sua remogao do coletor, tornando necessario o uso de polimeros auxiliares.
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Figura 3.3 Imagem gerada por MEV das fibras obtidas por SB-Spinning de BN pura preparada em solugdo de
cloroférmio-acido férmico 98:2 v/v.

Sousa et al. (2019) atribuiram a formacdo das fitas a dificuldade de se evaporar
completamente o solvente contido nas fibras. Adicionalmente, é possivel que os
componentes nao-borracha do latex tenham ocasionado um aumento da viscosidade e
dificultado o processamento do material.

Apds os testes de solubilidade e compatibilidade entre BN e os polimeros auxiliares,
foi possivel observar que apenas o PLA 3251D, de menor massa molar, e o PEG 400
apresentavam certa compatibilidade com a BN. Ou seja, mesmo que apenas em
concentracdes pequenas, era possivel mistura-los com BN e produzir uma solucdo que
obedecesse ao critério de estabilidade proposto. A mistura foi otimizada em 2% m/v de
BN e 1% m/v de PLA, e os materiais que utilizaram PEG receberam adicdo de 3% m/v do
polimero a solug¢do. As condi¢Oes de fiacdo foram definidas em: vazdo de solucdo de 15
mL/h, aproximadamente a mesma utilizada por Sousa et al. (2019); pressdo do ar de 2 bar;
2 cm de protrusao do canulo interno; e 35 cm de distancia de trabalho. Estes parametros
resultaram em uma fiacdo continua sem aparente influéncia das condicbes ambientais

encontradas. Apesar da possibilidade de obtengao de fibras individuais para as blendas
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BN-P (imagens de MEV na Figura 3.4), o material obtido ainda apresentava alta
adesividade, dificultando a sua recuperagao para os ensaios posteriores. Como forma de
contornar este problema, o material passou a ser produzido na forma de manta bicamada
(GRACA et al., 2021), fiando-se primeiramente uma camada de PLA sobre a qual a camada
contendo BN é depositada, conforme mostrado na Figura 2.3. De acordo com a aplicagao
pretendida, a camada de PLA foi denominada “camada superior”, enquanto a blenda de

BN representa a “camada inferior”.

Figura 3.4 Imagem gerada por MEV para a blenda BN-PLA 2:1.

Para a camada superior, o PLA 4060D apresentou melhor fiacao e deposicdo, sendo
entdo escolhido como padrdo para os testes de fiacdo. A concentracdo de PLA foi fixada
em 12 % m/v. Os pardametros de fiacdo, sem e com adicdo de NPs de ZnO, foram
otimizados em experimentos preliminares como: vazdo de solugdo de 7,5 mL/h; pressido
do ar de 2 bar; 2 mm de protrusdo do canulo interno; e 20 cm de distancia de trabalho.
Para a manta bicamada, o tempo de fiagao da camada superior foi fixado em 10 min, e a
fiacdo da camada inferior em 30 min. A aspersao de Ag teve seus parametros definidos
em: vazdo de suspensdo de 15 mL/h; pressdo do ar em 3 bar; 2 mm de protrusdo do

canulo interno; 30 cm de distancia de trabalho; e tempo de aspersdo de 1 h.
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Figura 3.5 Imagens obtidas por MEV de cada manta bicamada: camada inferior, sem adicdo de PEG (a, c, e,
g), e superior (b, d, f, h), respectivamente, para as condicGes: a) e b) sem NPs na camada superior; c) e d)
com NPs de ZnO a 1% m/m; e) e f) com NPs de ZnO a 2,5% m/m; g) e h) com NPs de ZnO a 5% m/m.

Foi observado que, na auséncia de NPs de ZnO, a camada contendo BN tendia a
formar um filme continuo, enquanto que a medida que o teor de ZnO aumentava, o

didmetro médio das fibras de ambas as camadas diminuia (Figura 3.5), conforme exposto
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na Tabela 3.1. A adicdo de NPs de ZnO, portanto, além do apelo terapéutico, também se
fez necessaria como um componente estrutural, facilitando a fabricacdo apropriada de
uma manta fibrosa bicamada. A aspersao de Ag foi realizada apds as mantas terem secado
por cerca de uma semana e, por se constituir de uma suspens3ao aquosa, incapaz de
dissolver a camada superior durante o processo de aspersdo, ndo poderia ser responsavel

por alteracdes significativas no didametro das fibras.

Tabela 3.1 Didametros médios das fibras produzidas para mantas sem PEG.

Diametro médio da camada Diametro médio da camada
inferior (um) superior (ium)
Sem NPs (ndo forma fibras) 1,06 + 0,46
Zn01% 3,77 £1,39° 1,01 £0,56®
Zn02,5% 3,25+1,21° 0,86 £ 0,57
Zn05% 2,54 +0,91° 0,74 £ 0,45°

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha diferencga estatistica (p>0,05).

O material, no entanto, apresentou consideravel hidrofobicidade em ambas as
camadas, o que dificultaria a adesdo celular (ARIMA; IWATA, 2007; KHANG et al., 2000),
pretendida para a camada inferior. De modo a corrigir isso, a compatibilidade da BN foi
testada para polimeros mais hidrofilicos. O Unico polimero que apresentou bons
resultados foi o PEG 400. O limite de adicdo de PEG encontrado correspondeu a 5 % m/v,
mas o material fiado apresentava umidade residual. Restringindo-se a adicdo de PEGa 3 %
m/v, foi possivel obter uma manta seca, mantendo-se os mesmos parametros de fiacdo
dos testes anteriores. Por ser liquido, o PEG sozinho ndo seria capaz de oferecer as
propriedades apresentadas pelo PLA, entdo ao invés de ser utilizado como um substituto
para o PLA, ele foi usado como um aditivo. Embora ndo tenha alterado os parametros de
fiacdo, por ser um polimero hidrofilico e liquido, a presen¢a do PEG no material interferiu

na morfologia das fibras, mostradas na Figura 3.6 e Tabela 3.2.
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Figura 3.6 Imagens obtidas por MEV das mantas bicamada: camada inferior, com adigdo de PEG (a, ¢, €, g), €
superior com adigdo de Ag (b, d, f, h), respectivamente, para as condigdes: a) e b) sem ZnO na camada
superior; c) e d) com NPs de ZnO a 1% m/m; e) e f) com NPs de ZnO a 2,5% m/m; g) e h) com NPs de ZnO a
5% m/m. Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

A Tabela 3.2 apresenta os diametros de fibras (ou fitas) médios para as amostras
contendo PEG. As fibras da camada inferior se coalesceram em fitas, em algumas

amostras formando filmes (Figura 3.6), enquanto as fibras da camada superior
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apresentaram didmetros maiores e com maior distribuicdo de tamanho, o que poderia ser
explicado pela presenca do PEG que, dificultando a evaporacdo do solvente, ocasionaria a
fusdo de fibras enquanto a camada inferior é depositada. E possivel observar em algumas
imagens (Figura 3.6) a presenca de um material que parece unir as fibras coalescidas, o

qgual poderia ser o PEG.

Tabela 3.2 Diametros médios das fibras produzidas para mantas com PEG e Ag.

Diametro médio da camada Diametro médio da camada
inferior (um) superior (pum)
Sem ZnO 11,52 + 2,45% 1,00 + 0,46%
Zn0 1% 13,40+ 6,19° 1,42 +0,88°
Zn0 2,5% 10,28 + 4,24° 1,46 +0,90°
Zn05% 11,27 +2,70° 1,20 + 1,06

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha diferenca estatistica (p>0,05).
Adaptado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

A Figura 3.7 mostra uma imagem de MEV obtida da segdo transversal de um dos
materiais produzidos, evidenciando as diferentes morfologias de cada camada: o aspecto
similar a um filme da camada inferior, formada por fitas de BN-P-P, e as fibras compostas

por PLA com adi¢cdo de NPs de ZnO.
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Figura 3.7 Imagem obtida por MEV da secdo transversal de uma das amostras do material contendo PEG e
Zn0 a 5% m/m. Traduzido com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier,

2023.

Com base nas imagens obtidas, comprova-se que foi produzida uma MNTB,
utilizando-se BN como um de seus componentes. Considerando-se que a BN foi
concentrada por um simples processo de centrifugacdo e que pbéde ser utilizada sem
modifica¢gbes quimicas, que as blendas foram preparadas com uma simples mistura dos
polimeros utilizados (BN, PLA e PEG na respectiva propor¢do em massa 2:1:3) no solvente
escolhido (cloroférmio e acido férmico), e que ambas as NPs utilizadas foram produzidas
por técnicas simples e baratas, e também incorporadas ao material de forma simples, o
ajuste da quantidade de cada componente utilizado se dd de forma pratica e pouco
custosa. Isso significa que testes futuros para melhor ajuste das propriedades do material,
mesmo que envolvam a substituicdo de algum componente, ndo demandam grandes
esforcos para se adaptar a metodologia. A facilidade de se produzir e mesmo alterar a
composicdo desta MNTB a tornaria atrativa para producdo em escala industrial, o que

teria impacto decisivo na sua viabilidade econ6mica.

3.3 Angulo de contato e corre¢do da hidrofobicidade
Nas mantas sem PEG, foi observado comportamento hidrofébico em ambas as

camadas inferior e superior, com uma diferenca estatistica significativa, porém nao
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significante, relacionada a presenca de NPs de ZnO no material (Figura 3.8). Essas sutis
alteracdes poderiam estar relacionadas as mudancgas na porosidade do material devido as
alteracdes no didmetro médio das fibras pois, como é mostrado na Figura 3.5, a adicdo de
Zn0 ndo causa alteracdes perceptiveis na morfologia das fibras da camada superior.

Dessa forma, o ZnO estaria disperso ao longo do volume da fibra, ndo impactando
diretamente na hidrofobicidade do material. O ZnO é um ativador de cura da BN, o que
significa que a reacdo de vulcanizacdo é acelerada na sua presenca (SAHOO et al., 2007;
SAHOO; BHOWMICK, 2007). Como o ZnO estaria retido nas fibras da camada superior,
haveria pouco contato entre as NPs e a BN da camada inferior, o que permitiria
desconsiderar a possibilidade de vulcanizacdo da BN como um interferente na analise, ja
que haveria pouca disponibilidade de ZnO e apenas enxofre residual na BN.
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Figura 3.8 Angulo de contato para as amostras sem PEG: a) camada inferior e b) camada superior. *Médias
seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha diferenca estatistica (p<0.05).

Uma vez que células apresentam melhor adesdo a superficies que possuem
hidrofobicidade moderada, isto &, entre 45 e 90 ° de AC com agua (ARIMA; IWATA, 2007;
KHANG et al., 2000), a adicdo de PEG a camada inferior foi testada e mantida para testes
subsequentes. Como esperado, o PEG tornou a camada a qual foi adicionado mais
hidrofilica, sem alterar de maneira significativa a camada superior, que se manteve

hidrofdbica (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Angulo de contato para as mantas com adicdo de PEG para todas as concentragdes de ZnO
testadas. Resultados obtidos pela analise a) da camada inferior e b) da camada superior de cada material.
*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que nao ha diferenca estatistica (p>0,05).

A aspersdo de Ag influenciou a hidrofilicidade da camada superior (Figura 3.10). A
presenca de NPs metalicas depositadas sobre as fibras conferiria um carater polar a
camada superior que, aliado a estrutura porosa da camada, explicaria o comportamento
hidrofilico que resulta na rapida absorcdo do liquido de teste. Esta rapida absorc¢do limitou
o tempo de analise do angulo em 1 s, pois manter um intervalo maior para todas as
amostras faria com que as amostras mais hidrofilicas apresentassem valores de AC bem
menores e com variacdao de valores elevada. A camada inferior, mesmo apresentando
carater moderadamente hidrofilico gracas a presenca de PEG, ndo mostrou a mesma
velocidade de absor¢ao de gotas de dgua, o que poderia ser explicado pela estrutura mais
compacta e menos porosa desta camada, conforme mostrado nas Figuras 3.6 e 3.7. O
grande desvio padrdo apresentado nas amostras da camada superior (Figura 3.10 b))

evidencia a rdpida absorc¢do do liquido de teste.
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Figura 3.10 Angulo de contato das amostras com PEG e Ag para todas as concentracdes de ZnO testadas, em
comparagdo ao branco. Resultados obtidos pela andlise a) da camada inferior e b) da camada superior de

cada material. *Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha diferenga estatistica
(p>0,05).

E possivel, também, que o processo de aspersio tenha contribuido para um
aumento na hidrofilicidade da camada superior devido a forca centrifuga: a camada
superior, voltada para o lado externo para receber a aspersdao de NPs de Ag, poderia
receber uma quantidade significativa de PEG, o que seria facilitado pela umidade
fornecida. As fibras, ja secas, ndo seriam capazes de coalescer como foi observado
durante o processo de fiacdo, pois a presenca de solvente residual contribuiria
grandemente para este fen6meno. No entanto, devido a baixa massa molecular do PEG
utilizado, e considerando-se o seu uso em quantidade que poderia ser avaliada como
excessiva (Tabela 2.1), hd possibilidade de que a difusdo deste polimero tenha ocorrido
entre as camadas do material, mesmo que discretamente.

Na Tabela 3.3 sdo mostradas as estimativas de tempo de absorcdo do liquido de
teste pela superficie da camada testada. Os resultados obtidos confirmaram as tendéncias
observadas pelo ensaio de AC: amostras com comportamento hidrofébico apresentaram
tempo de absor¢do tedrico muito longo, préximo ou superior a 1 h (3600 s), enquanto
amostras mais hidrofilicas precisaram de poucos minutos, ou até menos de um minuto,
para absorver o liquido de teste. O grande desvio padrao observado pode ser atribuido
ndo somente a eventuais erros de modelagem da abordagem utilizada, mas também a
variacbes entre as amostras. As MNTBs, justamente por serem compostas de fibras

aleatoriamente depositadas, apresentam baixa uniformidade e, por isso, testes
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diretamente relacionados a sua morfologia apresentam variacdes considerdveis mesmo

entre corpos de prova retirados de uma mesma amostra.

Tabela 3.3 Tempo de absor¢ao do liquido de teste pelo material.

Camada Inferior Camada Superior
Tempo de absorgao (s) Tempo de absorgao (s)
Sem aditivos 10025,70 + 4377,25 8371,23 £ 490,72
Zn0 1% 10548,23 + 4060,90 12701,19 + 1184,06
Zn0 2,5% 4878,10 + 416,11 8091,45 + 1522,07
Zn0 5% 5653,06 + 589,49 8710,99 + 2541,72
PEG 1910,45 + 476,24 4913,17 + 1483,83
PEG +Zn0O 1% 169,36 + 108,78 8655,70 +£ 2139,69
PEG +Zn0 2,5% 232,04 + 113,81 7707,39 £ 2542,38
PEG +Zn0O 5% 2601,08 + 840,51 7520,56 + 1032,79
PEG +ZnO 1% + Ag 35,20 £ 9,00 4,52 +2,79
PEG +Zn0 2,5% + Ag 40,68 + 15,19 14,39+ 9,82
PEG +ZnO 5% + Ag 163,59 + 89,48 80,03 + 64,29

3.4 Andlise por espectroscopia no infravermelho

A andlise por FTIR-ATR das amostras produzidas (Figura 3.11) mostrou que os
principais picos e bandas dos polimeros utilizados (Tabela 3.4) (MANOHAR et al., 2017;
NUN-ANAN et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2016; PAIVA et al., 2015) foram preservados apds
a fiacdo do material. Estes resultados permitem formular a hipdtese de que os

componentes ndo interagem covalentemente entre si.
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Figura 3.11 Analise por espectroscopia no infravermelho para as mantas produzidas. Respectivamente,
camada inferior e superior para as MNTBs contendo como aditivos: somente ZnO (a e b); ZnO e PEG (c e d);
Zn0, PEG e Ag (e e f). g) corresponde aos polimeros isolados, para comparac¢do dos perfis obtidos. Usado
com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
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Tabela 3.4 Picos caracteristicos da espectroscopia no infravermelho e atribuicdes.

Numero de Onda (cm™) Atribuicdo
3445 (PEG) O-H associado
3035 (BN) C-H de alceno — deformacdo axial

C-H em alifaticos (C primario, secunddrio e
2962-2853 (BN, PLA, PEG)
terciario) — deformacao axial

1743 (PLA) C=0 de éster — deformacao axial
1660 (BN) C=C — deformacao axial
1444 (BN) CH, — deformacdo angular
1380-1376 (BN, PLA) CH; — deformacgdo angular
1180-1080 (PLA) C-0 de éster — deformacdo axial e angular
1087 (PEG) C-O de éter

Adaptado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

Conforme mostrado na Figura 3.11, os perfis de ligacbes quimicas de cada
componente apenas se sobrepdem quando se compara as mantas produzidas com os
componentes isolados, o que indica que ndao houve reacao quimica entre os componentes
durante o processo de fiacdo. E possivel também observar picos caracteristicos do PEG na
camada superior, o que confirmaria a hipdtese de que um pouco de PEG penetra na
camada superior durante o processo de fiacdo, contribuindo para a coalescéncia de
algumas fibras. Esses sinais de PEG na camada superior aparecem nas amostras com e
sem aspersdao de Ag, mas somente as amostras contendo Ag apresentaram perda de
hidrofobicidade. Isto poderia indicar que a quantidade de PEG presente por si s6 nao seria
suficiente para reduzir a hidrofobicidade da camada superior, sendo apenas um “residuo”,
ou que o PEG ndo estaria livre na superficie das fibras, ficando preferencialmente retido

no bulk das fibras devido a afinidade com o PLA (uma vez que seu uso como plasticizante
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ou componente de blenda para PLA é recorrente) (CHIENG et al., 2013; NEPOMUCENO et
al., 2018; TAJARI; SADMIA; HOSSEINI, 2022), e possivelmente com as NPs de ZnO
presentes, pois metais de transicdo interagem com as cadeias de PEG, o que permite o seu

uso como estabilizante para sintese de NPs (ANDRE et al., 2015; ZHOU et al., 2006).

3.5 Andlise da distribuicao das nanoparticulas

A analise por MEV-EDS (Figuras 3.12 a 3.16) confirmou a presenca de ZnO e Ag nas
mantas produzidas. A face superior apresenta boa distribuicdo dos sinais de ZnO,
indicando uma boa incorporagdo das NPs nas fibras, enquanto os sinais de Ag aparentam
“desenhar” a superficie das fibras analisadas, sugerindo uma localizagao mais superficial,
conforme seria esperado. Foram analisadas as camadas superiores das mantas contendo
ambas as NPs e, para fins de comparac¢ao, a camada superior da manta contendo somente
Zn0O na concentracdo mais alta e a camada inferior contendo a maior concentracdo de

ZnO e simultaneamente Ag.
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Figura 3.12 Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 1% e Ag. Usado com
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
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Figura 3.13 Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 2,5% e Ag. Usado
com permissao de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
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Figura 3.14 Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 5% e Ag. Usado com
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
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Figura 3.15 Distribuicdo das nanoparticulas na face inferior da manta contendo ZnO a 5% e Ag.
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Figura 3.16 Distribuicdo das nanoparticulas na face superior da manta contendo ZnO a 5%. Usado com
permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

N3o foi possivel identificar Ag na face inferior da manta e, como esperado, a
amostra sem Ag também esteve isenta de sinais de Ag. E possivel observar que o primeiro
pico de ZnO é bastante intenso nas amostras contendo Ag, o que representaria uma
sobreposicao dos sinais. No entanto, os sinais de Zn mais proximos a 10 keV confirmam

gue o elemento de fato estd presente.

3.6 Ensaio mecanico de tragao
Apenas os ndo-tecidos bicamada completos foram testados, pois as mantas de BN
pura e de BN-P apresentaram dificil manuseio e nao foi possivel testa-las individualmente.

Enquanto a adicdo de NPs de ZnO é atribuida a um aumento na rigidez do PLA (MARRA et
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al., 2016; MURARIU et al., 2011; TAJARI; SADMIA; HOSSEINI, 2022), o PEG é considerado
um plasticizante, tornando o material mais maledvel (CHIENG et al.,, 2013; TAJARI;
SADMIA; HOSSEINI, 2022). E possivel observar que um teor crescente de ZnO aumenta o
Mddulo de Young (Tabela 3.5). No entanto, o uso de ZnO reduziu a tensdo de ruptura e a
alongacdo maxima (diferenca entre comprimentos final e inicial) (respectivamente, em
56,70% e 93,67%), retornando a valores mais proximos aos originais a medida que o teor

de ZnO aumentou (Tabela 3.4).

Tabela 3.5 Ensaio mecanico das mantas produzidas.

Mddulo de Young (MPa) Tensdo de Ruptura (MPa) Alongacdo (%)

Sem NPs 4,11 +0,30° 0,97 £0,07° 323,39 £22,12°
Zn0 1% 4,72 +0,66% 0,42 +0,02° 20,47 +4,17°
Zn0 2,5% 5,32 +0,80% 0,64 +0,10° 196,28 + 33,64°
Zn0 5% 5,78 +0,65° 0,82 + 0,04° 244,88 + 20,76°
Zn0 1% + Ag 3,25+ 0,43 0,51 +0,02° 28,56 + 7,06°
Zn0 2,5% + Ag 2,89 +0,48° 0,79 +0,03¢ 216,45 + 19,27
Zn0 5% + Ag 9,12+ 1,51¢ 1,01 +0,08° 328,17 +22,02°

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha diferencga estatistica (p>0,05).

Como as NPs de ZnO se mostraram importantes estruturalmente para o material, e
também possuem apelo terapéutico (KAUSHIK et al., 2019; LANSDOWN et al., 2007), seu
uso foi mantido em testes seguintes, avaliando-se outros possiveis efeitos decorrentes da
variacdo de sua concentracdo. Uma vez que ndo-tecidos apresentam pouca uniformidade,
mesmo entre amostras de um mesmo material, as diferengas de valor entre amostras com
e sem Ag podem ser devidas a essa variabilidade inerente ao material.

O processo de aspersdo ndo ocasionou uma compactacdo significativa do material,
gue decorreria da submissdao da MNTB ao jato de ar pressurizado durante o processo de
aspersdo, o que poderia ter influenciado nos calculos. A exposicdo continua a um jato de

ar pressurizado durante a aspersao das NPs de Ag poderia ter for¢a o suficiente para
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comprimir as fibras do material, o que ndo foi observado ao se realizar as medidas de
espessura dos corpos de prova a serem utilizados nos ensaios mecanicos. Uma vez que a
secdo transversal, resultante da espessura e da largura do corpo de prova, é utilizada para
o célculo de tensdo exercida, o nivel de compactacdo da amostra poderia influenciar nos
dados obtidos.

Hasan et al. (2022) observaram que a presenca de NPs de Ag em tecidos de algodao
pré-tratados com quitosana poderia ocasionar um aumento drdstico na tensdo de ruptura,
com pouco efeito na alongacao, o que foi atribuido a possiveis ligacdes cruzadas mediadas
pelas NPs, a um possivel preenchimento da estrutura polimérica pela Ag, ou simplesmente
pelas interagdes promovidas pela Ag diminuirem o deslizamento das fibras durante o
ensaio mecanico. No caso deste projeto, como ja mencionado anteriormente, a aspersao
de Ag parece contribuir para a difusdo do PEG através do material, o que poderia explicar
pelo menos em parte as variagdes observadas. O PEG, sendo capaz de atuar como um
plasticizante, reduziria a resisténcia mecanica do material (em termos de tensdo de
ruptura e alongacdo) ao facilitar a separacdo das cadeias poliméricas que compdem as
fibras. A presenca de ZnO em pequenas quantidades poderia contribuir para a difusao do
PEG pelas fibras de PLA, resultando na piora de parametros mecanicos. Enquanto o
reforco mecanico providenciado pelas NPs de ZnO causaria um aumento na rigidez inicial,
a presenca de PEG entre as cadeias de PLA facilitaria o deslizamento e a separacao destas,
reduzindo a resisténcia do material e facilitando sua ruptura. O aumento do teor de ZnO
compensaria a presenca de PEG, revertendo o efeito plasticizante.

De acordo com uma revisao realizada por Joodaki e Panzer (2018), o comportamento
mecanico da pele apresenta grandes variac¢des, relacionadas a taxa de varia¢do da tensao
utilizada nos ensaios, ao local de origem da amostra de pele, e também da orientagdo
utilizada. A tensdo de ruptura pode variar de 1 a 32 MPa, enquanto a alongacdo varia de
17% a 207% (JOODAKI; PANZER, 2018). Embora os valores de tensdo de ruptura do
material sejam inferiores aos reportados, a alongacdo é correspondente ou, no caso das

amostras com maior carga de ZnQ, superior aos valores de referéncia.
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Outros pesquisadores focam no médulo de Young, relatado como sendo, idealmente,
entre 4,6 e 20 MPa (MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; MORGADO; AGUIAR-RICARDO;
CORREIA, 2015). Estes pesquisadores se basearam em dados obtidos de experimentos
conduzidos in vivo ( MANSCHOT; BRAKKEE, 1986), para os quais parametros envolvendo
ruptura da pele representariam pontos extremos e indesejaveis em termos praticos para
curativos. As amostras contendo NPs de ZnO sem adicdo de Ag, e as amostras contendo o
maior teor de ZnO com adi¢do de Ag apresentam modulos de Young compativeis com essa
faixa de valores apontada pela literatura.

Por outro lado, Daristotle et al. (2020) observaram que curativos com rigidez inferior
ao tecido que o recebe apresentam melhor adesdo e conformacdo a regido lesionada,
especialmente se o curativo for eldstico o suficiente para sustentar a deformacgdo. Esses
diferentes fatores indicam que diversos fatores influenciam na tomada de decisdo quanto
a qual comportamento mecanico é desejavel para um curativo e, portanto, uma analise
mais cuidadosa da aplicacdo in vivo se faria necessdria. Estudos mais detalhados poderiam

melhor determinar os locais de aplicacdo mais apropriados para a MNTB desenvolvida.

3.7 Andlises bioldgicas

A suspensdo de NPs de Ag teve sua concentracdao de Ag total estimada em 104,73
ug/mL, de acordo com o método de preparo. Devido ao protocolo do ensaio CIM, o
primeiro poco do teste contém metade da concentragdo original, 52,36 pug/mL. A Figura
3.17 mostra os resultados de CIM e CBM para as bactérias testadas. As bactérias
Escherichia coli, Salmonella enterica e Staphylococcus aureus apresentaram CIM de,
respectivamente, 0,82 pg/mL, 1,64 ug/mL e 6,54 ug/mL. Os valores de CBM encontrados
corresponderam aos da CIM, indicando efeito de fato bactericida, em vez de somente

bacteriostatico, para a CIM encontrada.
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Figura 3.17 Ensaios i) CIM e ii) CBM para as bactérias: a) Escherichia coli, b) Salmonella enterica e c)
Staphyloccocus aureus. Usado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a
Elsevier, 2023.

Foi possivel observar uma diferenca consideravel na eficacia antibacteriana das NPs
de Ag quanto ao tipo de bactéria. As NPs se mostraram mais efetivas contra bactérias
Gram-negativas (E. coli e S. enterica) do que contra Gram-positivas (S. aureus).
Abbaszadegan et al. (2015) observaram que a carga superficial de NPs de Ag afeta o seu
desempenho antimicrobiano, sendo que NPs com superficie positivamente carregada
apresentam maior atividade antimicrobiana, seguidas por NPs neutras, e por fim as NPs
com carga negativa, que apresentaram o pior desempenho. Para este mesmo estudo,
curiosamente, S. aureus foi o Unico microrganismo testado para o qual foi possivel
determinar uma CIM, sugerindo uma maior suscetibilidade as NPs de Ag de carga

superficial negativa. Uma vez que Abbaszadegan et al. (2015) reforcam que o método de
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sintese também pode influenciar no efeito antimicrobiano, é possivel que o revestimento
por grupos citrato tenha influenciado na performance. A menor eficacia de NPs com carga
negativa, de uma forma geral, poderia ser explicada pela estrutura da parede celular das

bactérias, ilustrada na Figura 3.18.
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Figura 3.18 Representacdo da parede celular de bactérias a) Gram-positivas e b) Gram-negativas.

Nas bactérias Gram-positivas, a parede celular é formada por uma espessa camada
de peptidoglicanos que envolve a membrana celular, e nas bactérias Gram-negativas, os
peptidoglicanos formam uma fina camada que é envolvida por uma segunda membrana
lipidica, a qual apresenta lipossacarideos na sua face externa. Os peptidoglicanos formam
uma densa estrutura reticulada, com carater eletronegativo (Schumann, 2011). O fato de
S. aureus ter apresentado maior resisténcia as NPs de Ag utilizadas sugeriria que esta
camada de peptidoglicanos seria responsdvel por este efeito. O revestimento das NPs de
Ag, de carater eletronegativo, dificultaria a difusdo destas através da camada de
peptidoglicanos, requerendo concentra¢des mais elevadas para atingir niveis
intracelulares efetivamente tdxicos a bactéria. Diversos fatores podem interferir na

eficiéncia da atividade antimicrobiana das NPs de Ag, da carga superficial a morfologia e
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sintese utilizada (ABBASZADEGAN et al.,, 2015), e as concentracbes com atividade
inibitoria apresentadas pela literatura variam consideravelmente (ABBASZADEGAN et al.,
2015; AMEEN et al., 2021; KONG; JANG, 2008; SOUZA NETO, 2016), refletindo a influéncia
multifatorial.

As amostras de ndo-tecido sem adicdo de Ag nado apresentaram atividade
antibacteriana para o ensaio de difusdo em agar, pois ndo foi observado halo de inibicao,
e foi detectado crescimento de bactérias mesmo na regido em contato direto com a
amostra. Dessa forma, foi necessario adicionar Ag ao material para conferir atividade
antibacteriana. Para todas as bactérias testadas, independentemente de qual camada do
material ficou em contato direto com o dgar e da quantidade de ZnO presente, todas as
amostras contendo Ag apresentaram inibicdao por contato direto, conforme Figuras 3.19 a
3.21. A inibicdo por contato propiciada mesmo pela camada que ndo recebeu adicdo
direta de Ag sugere que um ganho de umidade do material, proveniente do agar, seria
capaz de promover a difusdao das NPs de Ag. As NPs de Ag, no entanto, nao estariam
sendo liberadas de maneira rapida ou intensa, uma vez que ndo foi detectado nenhum
halo de inibicdo significativo ou reprodutivel, o que seria um interessante indicio de
seguranca de uso do material, uma vez que grandes concentracdes de NPs ndo apenas sdo
antimicrobianas, como também podem ser citotéxicas a depender da dose liberada
(AMEEN et al., 2021; BECARO et al., 2021; BURDUSEL et al., 2018; DARISTOTLE et al., 2020;
HASAN et al., 2022).



Figura 3.19 Ensaio de difusdo em agar para E. coli, testando-se respectivamente a face inferior e a superior
para as amostras contendo Ag e: 1% ZnO (a, b); 2,5% ZnO (c, d); e 5% ZnO (e, f). As imagens i) representam
as placas contendo os discos das amostras, enquanto as imagens ii) correspondem a mesma placa apds a
remoc¢do das amostras, para conferéncia da inibicdo por contato. Usado com permissdo de Costa et al.
(2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
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Figura 3.20 Ensaio de difusdo em agar para S. enterica, testando-se respectivamente a face inferior e a
superior para as amostras contendo Ag e: 1% ZnO (a, b); 2,5% ZnO (c, d); e 5% ZnO (e, f). As imagens i)
representam as placas contendo os discos das amostras, enquanto as imagens ii) correspondem a mesma
placa apds a remogdo das amostras, para conferéncia da inibigdo por contato. Usado com permissdo de
Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.
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Figura 3.21 Ensaio de difusdo em 4dgar para S. aureus, testando-se respectivamente a face inferior e a
superior para as amostras contendo Ag e: 1% ZnO (a, b); 2,5% ZnO (c, d); e 5% ZnO (e, f). As imagens i)
representam as placas contendo os discos das amostras, enquanto as imagens ii) correspondem a mesma
placa apds a remogdo das amostras, para conferéncia da inibigdo por contato. Usado com permissdo de
Costa et al. (2023). Direitos autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

Todas as amostras de ndo-tecido, contendo ou ndo Ag, foram capazes de atuar
como barreira a passagem de microrganismos, conforme ilustrado na Figura 3.22,
fisicamente impedindo a passagem de microrganismos do ambiente mesmo sem
apresentar atividade antimicrobiana. Considerando-se o processo de adicdo de Ag, seria
possivel ajustar a concentracdo presente no material para um ganho de atividade
antimicrobiana no tratamento de feridas infeccionadas sem comprometimento do
processo de cicatrizacdo, ou usar o material apenas como barreira mecanica caso a

presenca de Ag seja por algum motivo indesejavel.
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Figura 3.22 Ensaio de penetragdo microbiana para as amostras a) sem adi¢do de Ag e b) com adicdo de Ag,
para as diferentes concentragdes de ZnO testadas. Adaptado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos
autorais pertencentes a Elsevier, 2023.

Uma vez que o material atua como barreira mecanica a passagem de
microrganismos e pode facilmente receber aditivos bactericidas, a camada superior
apresentar condi¢cbes que poderiam ser propicias a adesdo de microrganismos do
ambiente ndo representaria um problema ao controle de infeccdo de lesGes recobertas
com este material. Desta forma, o AC observado para a camada superior ndo
necessariamente compromete a eficacia do material como curativo. A capacidade de inibir
crescimento bacteriano por contato direto, mesmo para a camada inferior, poderia
representar um auxilio no combate a infeccdes ja instaladas. Como a adicdo de NPs de Ag
se da por aspersdo, uma mudanga tempo de deposicdo, ou mesmo a substituicdo por
outro agente antimicrobiano poderiam ser facilmente implementados, de forma a se
tentar obter um curativo antimicrobiano que ndao comprometa o processo de cicatrizagao.

Os ensaios de citotoxicidade realizados (Figura 3.23) revelaram que a manta
bicamada, com ou sem adicao de ZnO, nao apresentou citotoxicidade para fibroblastos
HDFn (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009), indicando o
potencial do material desenvolvido como curativo de pele. No entanto, a presenca de Ag

ocasiona um efeito citotéxico significativo no material. Enquanto o material contendo
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somente Ag, ou Ag e a menor quantidade de ZnO, apresenta desvio padrao consideravel e
proximo a 70% de viabilidade, mas ainda considerado seguro, o maior teor de ZnO

potencializa o efeito citotdxico da Ag.
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Figura 3.23 Ensaio de citotoxicidade para amostras: a) sem NPs ou contendo somente ZnO, nas
concentragées minima e maxima testadas, e b) contendo somente Ag ou Ag e ZnO para as concentragdes
minima e maxima de ZnO testadas. *Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam que ndo ha
diferenca estatistica (p>0,05). Adaptado com permissdo de Costa et al. (2023). Direitos autorais
pertencentes a Elsevier, 2023.

Estes resultados sugerem que o efeito citotéxico é dependente da quantidade de
NPs presentes no material. O tamanho reduzido das NPs de Ag, embora interessante
devido ao efeito bactericida, se mostra também potencialmente citotoxico. Para a
aplicagao como curativo, seria melhor utilizar a MNTB contendo ZnO a 1% e Ag, reduzir o
tempo de aspersdo da suspensdo de Ag para fornecer menos NPs ao material, ou tentar
combinar ou substituir as NPs de Ag por outro agente antimicrobiano. Como as NPs de Ag
foram adicionadas por um simples processo de aspersdo, a sua combinacdo ou

substituicdo nao seria dificultada pelo processo em si.
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Capitulo 4 — Conclusdes e perspectivas futuras

A borracha natural ndo pode ser fiada isoladamente por apresentar elevada
coesdo, o que fez as fibras produzidas coalescerem e dificultou a recuperacdo do material
gerado. Para se resolver este problema, utilizou-se uma blenda de borracha e PLA, fiada
sobre uma camada de fibras de PLA. A camada superior, representada pelas fibras de PLA,
recebeu adicdo de ZnO em diferentes concentracdes devido ao apelo terapéutico, e
recebeu aspersdo de nanoparticulas de Ag para conferir atividade antimicrobiana. A
blenda de borracha e PLA p6de receber adicdo de PEG para corre¢do da hidrofobicidade.
Os ensaios realizados mostraram que adicionar ZnO simultaneamente com PEG ao
material inicialmente ocasiona perda de resisténcia mecanica, mas o uso de ZnO em
concentracdes crescentes reforca estruturalmente o material, revertendo o efeito
plasticizante do PEG. A manta bicamada por si sé atua como barreira mecanica a
passagem de microrganismos, e com a adicdo de Ag torna-se capaz de inibir a atividade
celular bacteriana por contato direto. Os componentes do material ndo parecem reagir
entre si. As nanoparticulas de ZnO presentes se mostraram também seguras para uso, pois
ndo foi observado efeito citotoxico na linhagem celular testada. As nanoparticulas de Ag,
no entanto, apresentaram algum potencial citotdxico, portanto utilizar uma menor
guantidade de nanoparticulas, ou combind-las ou ainda substitui-las por outro agente

antimicrobiano, poderia ser uma estratégia interessante.

Com base nestes resultados, o nao-tecido bicamada desenvolvido se mostra um
promissor candidato para ser aplicado em curativo para lesdes cutdneas, e o processo de
producao do material, composto por etapas simples e relativamente baratas, que sequer
envolvem modificacdes quimicas dos polimeros utilizados para se tornarem compativeis,
devem facilitar ndo somente a modificagdo de seus aditivos para melhor ajuste das
propriedades observadas, como também tornar a producdo em escala industrial atrativa e
economicamente vidvel. Dessa forma, este projeto mostrou a possibilidade de se produzir
ndo-tecido bicamada contendo borracha natural, sem modificacdes quimicas, de facil
modificacdo e com grande potencial econdmico e de uso médico. Futuramente, deseja-se

gue este material seja testado in vivo, definitivamente comprovando sua eficacia como
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curativo, e possivelmente que outros aditivos de interesse possam ser testados para
atender diferentes demandas trazidas por diferentes tipos de lesdes, ou mesmo outras

finalidades terapéuticas.
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